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Resumen y Abstract IX 
 
Resumen 
 
La producción actual a gran escala y a bajo costo de secuencias han permitido el auge 
de las aproximaciones metagenómicas para explorar la información genómica 
almacenada en los diversos ecosistemas del planeta. Esto brinda la oportunidad de 
experimentar nuevas metodologías para el mapeo de genes funcionales, de manera que 
se pueda estimar la capacidad funcional inherente de las comunidades microbianas. El 
Sistema de Hibridación In silico es una aproximación de clasificación taxonómica y 
funcional que implementa dos flujos de trabajo; un Creador de Sondas (CrSo) encargado 
de diseñar sondas a nivel taxonómico de genero a partir de las secuencias introducidas y 
un Hibridador In Silico Secuencial (HISS), que se encarga de hacer el proceso de 
hibridación entre las sondas generadas con las secuencias de la comunidad. 
 
El sistema de Hibridación In silico caracteriza comunidades edáficas evaluando el 
potencial funcional diferencial de los ciclos biogeoquímicos del Nitrógeno y el Fosforo, 
para lo cual se identificaron 73 reacciones claves que contaban con 63 familias 
enzimáticas y 47.419 secuencias nucleotídicas de las enzimas correspondientes a dichas 
familias. A partir de las secuencias nucleotídicas se diseñaron sondas con CrSo, para un 
total de 41.430 sondas divididas en 5 grupos de longitudes 25pb, 40pb, 60pb, 80pb y 
100pb. 
 
A partir de las sondas diseñadas con CrSo y datos simulados de secuenciamiento con 
características de la plataforma illumina, se determinaron las condiciones de hibridación 
de HISS, las cuales consideraron como límite inferior de longitud de alineamiento 35pb 
para y un relación malos apareamientos - longitud de alineamiento descrita por la función 
logarítmica: !! =! 9,6413! ln! !! −! 30,483. Con esto se aseguró una sensibilidad y 
especificidad promedio de 85% y 95% respectivamente, para sondas de longitud 100pb. 
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Bajo la previa parametrización de HISS, se determinó que la mejor forma de caracterizar 
una comunidad era utilizando la sonda de 100pb con mayor puntaje de especificidad, 
calculado por CrSo. Adicionalmente, bajo estas condiciones la sobre o sub estimación de 
genes de la población a muestrear es mínimo. 
 
La caracterización de una muestra edáfica real a través del sistema de Hibridación in 
silico permitió diferenciar claramente el potencial funcional del ecosistema, de su 
metabolismo activo, tanto desde el punto de vista génico y enzimático como también 
desde su componente organísmico. 
 
Este trabajo presenta una nueva aproximación de clasificación taxonómica y funcional de 
comunidades microbianas basada en una estrategia de similitud que no requiere un 
previo ensamblaje de secuencias. Dicha aproximación difiere del enfoque comúnmente 
utilizado, en que usa huellas genéticas (sondas) diseñadas para cada gen de interés y 
evalúa las características de los alineamientos que ellas obtienen con las secuencias de 
la comunidad en estudio. 
 
 
Palabras clave: Asignación por similitud, ciclos biogeoquímicos, diseño de 
sondas. 
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Abstract 
Nowadays the widely production and low cost of sequencing has allowed the extent of 
metagenomics in order to explore the genomic information from diverse environments. 
This offers the opportunity to examine new approaches for the sequence binning and 
functional assignment. The In silico Hybridization System is an approach of functional 
assignment and gender taxonomic level binning working with two general pipelines: 
Probes Creator (CrSo) ordered to design DNA fingerprints to a gender taxonomic level, 
this probes will be used by the Sequential In silico Hybridator (HISS) to make the 
hybridization with the community reads. 
 
The In silico Hybridization System assesses the edaphic differential functional potential of 
Nitrogen and Phosphorus biochemical cycles, to do that, 73 key reactions with 63 
enzyme families and 47.419 nucleotide sequences of them were identified. From those 
nucleotide sequences, CrSo design 41.430 probes. These probes make up 5 probe 
length groups, as follows: 25pb, 40pb, 60pb, 80pb and 100pb. 
 
The HISS hibridization conditions were set up with the probes designed by CrSo and like- 
illumina simulated reads. Therefore, was defined the alignment lenght threshold, in 35pb, 
and a relation between alignment lenght and mismatch described by a logarithmic 
function: !! =! 9,6413! ln! !! −! 30,483. With these parameters, HISS ensured a mean 
sensibility and specificity of 85% and 95% respectively for 100pb pobres length. Under 
these HISS parameteres, it was determined that the best way to characterize edaphic 
communities was with a the best CrSo specificity score of 100pb probe length, without 
gene under or sub estimates. 
 
The characterization of real edaphic sample through In silico Hybridization System, 
allowed clearly distinguish between the ecosistem’s functional potential of its active 
metabolism, since its genetic, enzymatic and organismic perspectives 
 
This work presents a new functional and taxonomical binning approach of microbial 
communities, it is based on homology strategy that do not require read assembling. This 
XII Sistema de hibridación in silico de genes funcionales. 
 
approach uses fingerprints (probes) for each gene target and assess the alignments 
homology characteristics of hibridization between probes and metagenome reads. 
 
 
Keywords: Homology binning, biogechemestry cycles, probe design. 
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 Introducción 
Los microorganismos constituyen la principal fuente de biodiversidad de nuestro planeta 
y juegan un papel esencial en el mantenimiento de los procesos reguladores de la 
biósfera (Streit & Daniel 2010), y a su vez, éstos son un factor decisivo para el control de 
la productividad y calidad de los agroecosistemas. La diversidad microbiana es esencial 
para el funcionamiento del ecosistema debido al sin número de procesos biológicos y 
bioquímicos de los cuales son responsables, tales como descomposición y reciclaje de 
nutrientes, mineralización de la materia orgánica, nitrificación, fijación de nitrógeno, 
agregación del suelo, patogenicidad entre otros. Desafortunadamente hay un gran 
desconocimiento de la dimensión real de la diversidad de los microorganismos del suelo, 
puesto que el estudio de la microbiota ha sido dirigido sólo al estudio de organismos 
cultivables (National Research Council (US) Committee on Metagenomics: Challenges 
and Functional Applications 2007; Streit & Daniel 2010). Además, la ecología molecular 
ha demostrado que los métodos tradicionales de cultivo no revelan la totalidad de la 
diversidad microbiana presente en una muestra y tan solo el 1% de ésta es recuperada por 
cultivo tradicional (Amann et al. 1995; Torsvik et al. 1990), esto implica que a través de 
estas metodologías más del 99% de los microorganismos del suelo aún permanecen sin 
identificar (Borneman et al. 1996). 
  
En consecuencia el estudio de los ecosistemas edáficos, no sólo puede ser el escrutinio 
taxonómico de las poblaciones, sino que además se debe tener en cuenta la dinámica de 
los procesos del ecosistema, la cual depende de las características funcionales 
(metabólicas) de los organismos involucrados más que de su identidad taxonómica, como 
indican algunos autores (He et al. 2007). Por lo tanto, la riqueza de especies como una 
medida de diversidad biótica, y su capacidad funcional del ecosistema edáfico, 
proporcionarán suficiente información para la descripción de la composición y el rol que 
cumplen las comunidades en un ecosistema determinado; en este caso el ecosistema 
edáfico.  
 
2 Sistema de hibridación in silico de genes funcionales. 
 
Hoy en día, la metagenómica y la metatrascriptómica son aproximaciones moleculares 
nuevas que se han desarrollado para explorar los genomas y transcritos que son 
expresados en un momento dado por las comunidades microbianas (Zwolinski 2007). El 
estudio a partir de esta perspectiva no necesita un conocimiento previo de la comunidad 
microbiana, ni el cultivo de los organismos, por lo que se abre paso a un estudio holístico 
sobre diversidad taxonómica y funcional de las comunidades microbianas, conocimiento 
clave para caracterizar los ecosistemas (Mouillot et al. 2004). 
 
En este sentido, se han desarrollado técnicas de análisis molecular como los 
microarreglos y tecnologías de secuenciación de alto rendimiento. Los recientes avances 
en la secuenciación de ADN han proporcionado plataformas de secuenciación de alto 
rendimiento, como Ilumina/Solexa, Roche/454, y Helicos-BioScience entre otras (Metzker 
2009). La producción a gran escala y bajo costo de secuencias con este tipo de 
tecnologías, brinda la oportunidad de experimentar nuevas metodologías para el mapeo 
de genes funcionales, de manera que se pueda estimar la capacidad funcional inherente 
de las comunidades microbianas (Metzker 2009). Esto significa: la caracterización 
funcional de los ecosistemas, representada en la identificación de genes reportados 
como implicados en la dinámica de ciertos procesos de interés, que para nuestro caso  
estarán relacionados con los ciclos biogeoquímicos. 
 
Para conducir dichos estudios metagenómicos o metatranscriptomicos usando el 
producto de secuenciamiento se sigue un flujo de trabajo igual que con genomas 
aislados; es decir: ensamblaje de secuencias, predicción génica y anotación funcional, 
sin embargo, en el análisis de comunidades existe un paso adicional de clasificación 
taxonómica de las lecturas, contigs o scaffolds ensamblados, no obstante, su precisión 
se ha visto limitada por el tamaño de las lecturas o contigs resultantes del proceso de 
secuenciamiento y ensamblaje (Brady & Salzberg 2009). Adicionalmente hay que lidiar 
con el error en la asignación, inconveniente de todas las herramientas bioinformáticas 
usadas para el análisis de comunidades (Ghosh et al. 2010). Dichos errores en 
asignación tienen diferentes causas, sin embargo se destaca la redundancia de 
información en los diferentes genomas debido a: duplicación génica, ganancia o perdida 
de genes por transferencia horizontal, fusión y fisión de genes, perdida o ganancia de 
dominios y barajamiento (“shuffling”) de dominios; procesos evolutivos característicos de 
Introducción 3 
 
los microorganismos (Whitworth & Cock 2009; Alm et al. 2006; Weiwen Zhang & Shi 
2005)  
 
En este contexto, el presente trabajo propone la implementación de una estrategia de 
hibridación in silico para el mapeo de genes funcionales. Una herramienta bioinformática 
que permite caracterizar el metabolismo microbiano de los ciclos biogeoquímicos del 
nitrógeno y fosforo basado en el rastreo de puntos clave de dichos metabolismos. Por lo 
tanto, se usará información depurada con el ánimo de tener mayor precisión e 
información con una reducción en la redundancia y tiempo de procesamiento.  
 
A diferencia de las herramientas computacionales comúnmente usadas para el estudio 
de metagenómas o metatranscriptomas que utilizan la información génica completa 
almacenada en bases de datos de referencia como Uniprot o Genbank (Huson et al. 
2007; Benson et al. 2009), aquí se selecciona un conjunto de secuencias características 
de los grupos funcionales a nivel taxonómico de genero; firmas genéticas a las cuales 
llamaremos sondas. De manera análoga a experimentos de microarreglos, estas sondas 
son capaces de rastrear enzimas concernientes a grupos taxonómicos específicos, 
proporcionando una descripción tanto funcional como organísmica de la comunidad en 
estudio.   
 
Este trabajo busca acercarse a la descripción de las comunidades microbianas edáficas 
evaluando su potencial funcional, utilizando una aproximación de hibridación in silico a 
través del uso de algoritmos de comparación de secuencias. 
 
 
 
 1. Marco teórico  
La diversa microbiota es crítica para el funcionamiento de los ecosistemas edáficos 
debido al sin número de procesos biológicos y bioquímicos de los cuales son 
responsables. Estas poblaciones edáficas determinan la dinámica de una serie de 
elementos que cumplen funciones fisiológicas fundamentales para el desarrollo de los 
organismos (particularmente para las plantas), unos requeridos en grandes cantidades 
como el Nitrógeno, Fósforo (Tabla 1.1) o Carbono y otros en pequeñas cantidades o trazas 
como el Hierro, Cobre o Manganeso. Entre los elementos necesarios en mayor cantidad se 
tienen aquellos que son más fáciles de adquirir; como el Carbono, otros con menor 
disponibilidad, como el Nitrógeno y el Fósforo, tal que pueden perderse por largos periodos 
de tiempo, en lugares o en formas químicas inaccesibles para los organismos (Portugal & 
Gómez 1998; Azcón-Bieto & Talón 2000). De allí la importancia del estudio de los ciclos 
del Nitrógeno y Fosforo. Con el ánimo de distinguir qué procesos bioquímicos, con que 
intensidad y diversidad llevan a cabo los distintos grupos microbianos en el suelo para el 
reciclaje de dichos elementos (Wooley & Ye 2010). 
 
Tabla 1.1: Funciones de las plantas en las que están involucrados el nitrógeno y el 
fósforo. Modificada de (Azcón-Bieto & Talón 2000). 
 
Funciones 
Elementos 
N P 
Reproducción celular X X 
Fecundación 
 
X 
Desarrollo radicular X X 
Fotosíntesis X 
 
Síntesis de hormonas X X 
Síntesis de proteínas X X 
Síntesis de azucares X X 
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Síntesis de carbohidratos X X 
Síntesis de vitaminas X 
 
Síntesis de aminoácidos X X 
Regulación de respiración 
 
X 
Regulación de maduración 
 
X 
Calidad de cosecha 
 
X 
Transferencia de energía 
 
X 
 
1.1 Ciclo del Nitrógeno 
Un elemento esencial para la vida es el Nitrógeno (N), puesto que hace parte de las 
moléculas fundamentales de las células tales como; proteínas, ácidos nucleicos, 
coenzimas, entre otros. En el suelo, el N toma muchas formas, transformado en gran 
medida por los microorganismos. Este elemento juega un papel crucial en el 
funcionamiento de los ecosistemas, ya que es un factor limitante para el crecimiento 
vegetal y por ende afecta la producción primaria y la capacidad productiva del 
ecosistema. 
 
Figura 1-1: Procesos microbianos involucrados en el ciclo del nitrógeno. 
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El nitrógeno toma nueve diferentes formas en el suelo, que corresponden a los diferentes 
estados oxidativos de este elemento, sin embargo, la fijación biológica del nitrógeno 
molecular (N2) conlleva una transformación a una forma orgánica del nitrógeno y es el 
proceso dominante por el cual el nitrógeno entra al suelo (Paul 2007). Posteriormente 
ocurre el proceso de mineralización, el cual comprende la conversión orgánica del N 
orgánico a formas inorgánicas; seguido por los procesos de inmovilización, los cuales 
involucran la asimilación de las formas inorgánicas del nitrógeno por los microorganismos 
y otros heterótrofos del suelo; el proceso de nitrificación, en donde se realiza la 
conversión de amonio (NH4+) a nitrito (NO2-) y luego a nitrato (NO3-); y el proceso de  
denitrificación, el cual comprende la conversión de nitrato a óxido de nitrógeno (N2O) y 
luego a nitrógeno molecular (Klotz & Stein 2008). Así pues es posible dividir en 5 partes 
los procesos microbiológicos del ciclo del nitrógeno (Figura 1-1) (Hayatsu et al. 2008), de 
manera que se resuma en conjunto las etapas y los actores en el reciclaje de este 
importante elemento. 
 
Con el ánimo de rastrear el comportamiento general y diferencial del ciclo en 
ecosistemas edáficos fue esencial determinar los procesos y subprocesos fundamentales 
así como las enzimas relevantes de las diferentes etapas del ciclo del nitrógeno de 
manera que permitieran caracterizar propiedades diferenciales de los microorganismos 
edáficos. Por lo tanto se destacan los siguientes procesos y enzimas: 
 
Fijación del nitrógeno: 
La fijación biológica del nitrógeno es un proceso por medio del cual el nitrógeno 
atmosférico (N2) entra al suelo en forma de amoniaco (forma orgánica: NH3) (Paul 2007). 
Este proceso es exclusivo de ciertos procariotas, unos de vida libre y otros que viven en 
asociaciones simbióticas. El proceso de nitrificación sucede gracias al uso de la enzima 
nitrogenasa. Tres sistemas enzimáticos han sido descritos, la nitrogenasa de molibdeno 
(sistema nif), la nitrogenasa de vanadio (sistema vnf) y la nitrogenasa de hierro (sistema 
anf). Los tres sistemas de nitrogenasas son codificados por tres conjuntos de genes 
independientes (operones): nifHDK, vnfH más vnfDGK y anfHDGK (Masepohl & Klipp 
1996; Masepohl et al. 2002). Sin embargo el mejor caracterizado es el nif (clasificado en 
la clase enzimática EC 1.18.6.1) y los otros sistemas son considerados alternativos, 
expresándose en condiciones de aerobiosis en microorganismos facultativos (Noti et al. 
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1986), característica que será útil para identificar la existencia de microorganismos 
facultativos edáficos para la fijación del nitrógeno. 
 
Mineralización: 
La mayor proporción de nitrógeno del suelo se encuentra asociado a la materia orgánica, 
en forma de aminoácidos o proteínas y su transformación a formas sencillas como 
amonio (NH3) es un proceso que se conoce como mineralización. Sin embargo, parte del 
NH3 liberado por los microorganismos es utilizado para su propio desarrollo, lo que 
implica la inmovilización de este elemento, así pues, la mineralización e inmovilización 
son procesos íntimamente relacionados y se dan simultáneamente en el suelo (Kirchman 
2012). En primera instancia los compuestos nitrogenados son transformados a sus 
componentes fundamentales, a los cuales se les remueve el grupo amino (-NH2) a través 
de un proceso llamado deaminación, obteniendo como uno de los productos finales el 
amonio. Las peptidasas características de estos procesos son las metalloendopeptidasas 
(EC 3.4.24.-), serina endopeptidasas (EC 3.4.21.-) y aquellas enzimas que llevan a cabo 
la deaminación, representadas por las clases: oxidoreductasas deaminasas (EC 1.4.3.-), 
amonio liasas (EC 4.3.1.-), amino hidrolasas (EC 3.5.1) y nitrilo hidrolasas (EC 3.5.5.-)  
(Bach & Munch 2000). Existe evidencia de que la actividad proteolítica de los suelos 
puede ser un factor limitante en la mineralización del N orgánico debido a que puede ser 
influenciado por factores tanto químicos como estructurales (composición) del suelo  
(Bach & Munch 2000) y dado que esta actividad es exclusiva de los microorganismos, el 
rastreo de enzimas encargadas de realizar los procesos de deaminación permitirá 
diferenciar sistemas edáficos de acuerdo a riqueza y abundancia de comunidades con 
enzimas proteolíticas, llevando a determinar la eficiencia del proceso de mineralización, 
adicionalmente para estudios transcriptómicos es posible determinar las comunidades 
proteolíticamente activas o pasivas. 
 
Asimilación: 
Como se mencionó anteriormente, los micoorganismos usan el amonio para sí mismos 
como su fuente de nitrógeno. Para llevar a cabo este proceso metabólico, a partir del 
amonio los microorganismos utilizan al glutamato como intermediario en la biosíntesis de 
compuestos nitrogenados. La reacción de asimilación del amonio es catalizada por la 
enzima glutamina sintetasa (EC 6.3.1.2) codificada por el gen gnlA ubicado en el operon 
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gnlALG, aunque otros microorganismos pueden utilizar el amonio para la síntesis de 
glutamato usando la enzima glutamato dehidrogenasa (EC 1.4.1.(2 – 4) ) en aras del 
aprovechamiento del amonio para si mismos (Magasanik 1982; Kanamori et al. 1989). 
Existe evidencia de que bajo condiciones limitantes de amonio o nitratos, los 
microorganismo exhiben un incremento en el uso del amonio vía glutamina sintetasa, no 
obstante, cuando existen limitaciones de carbono y exceso de nitrógeno inorgánico y 
amonio, los procesos asimilatorios se llevaban acabo en gran medida vía glutamato 
dehidrogenasa (Nagatani et al. 1971; C M Brown & Dilworth 1975). Así pues, la presencia 
de estas dos enzimas indicará si la comunidad microbiana experimenta condiciones 
limitantes de carbono, permitiendo diferenciar los ecosistemas edáficos en función de la 
actividad del proceso de asimilación por los microorganismos. 
 
Nitrificación:  
Posteriormente ocurre el proceso de nitrificación, el cual comprende la conversión 
orgánica del amoniaco a formas inorgánicas, donde se realiza la transformación de 
amonio (NH4+) a nitrito (NO2-) y luego a nitrato (NO3-). Este proceso tiene gran 
importancia para la agricultura, puesto que produce formas lábiles de nitrógeno, las 
cuales son fácilmente asimilables por las plantas y susceptibles a perderse por 
escorrentía (Subbarao et al. 2006). La nitrificación presenta dos etapas realizadas por 
dos grupos diferentes de microorganismos (amonioxidantes y nitritoxidantes). Los 
microorganismos oxidantes del amonio trabajan convirtiendo el amonio en hidroxilamina 
gracias a la enzima Amonio monooxigenasa (EC 1.14.99.39) (gen amoA que contiene el 
sitio activo) y la hidroxilamina en nitrito a través del gen hao (Bergmann et al. 2005; Klotz 
& Stein 2008). El nitrito resultante del proceso anterior es convertido a nitrato por 
organismos nitroxidantes con la ayuda de la enzima nitrito oxidasa y el complejo de 
membrana citocoromo bc, codificado por los genes norC y norB (EC 1.7.2.5) (Suzuki et 
al. 2006). Para este trabajo se tienen en cuenta como relevantes las enzimas: AmoA 
como actor principal en el primer paso  del proceso de nitrificación y por ser un poderoso 
marcador molecular con el cual se puede caracterizar las comunidades amonioxidantes 
(Rotthauwe et al. 1997); y el complejo nitrito oxidasa descriptor de la comunidad 
nitroxidante y último paso de la nitrificación; de esta manera se abarca el principio y el fin 
de este proceso. 
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Desnitrificación: 
El siguiente proceso clave es  la desnitrificación, mecanismo por el cual se devuelve a la 
atmósfera el nitrógeno atmosférico fijado (N2). La desnitrificación es el proceso principal 
para eliminar el exceso de nitratos en el suelo, compuestos que abundan en los 
agroecosistemas por el alto uso de fertilizantes nitrogenados. En la transformación de 
nitrato a nitrógeno molecular (NO–3 ! NO–2 ! NO ! N2O ! N2) intervienen los 
siguientes grupos enzimáticos: Las nitrato reductasas (Nar), nitrito reductasas (Nir), óxido 
nítrico reductasas (Nor) y oxido nitroso reductasas (Nos) (Zumft 1997). La transformación 
de nitrato a nitrógeno molecular conlleva la formación de óxido nítrico (NO)  y óxido 
nitroso (N2O) como productos intermedios que tienen un enorme impacto sobre la 
contaminación atmosférica, ya que intervienen en el calentamiento global y la lluvia ácida 
(Paul 2007). Los microorganismos llevan a cabo la reducción del nitrato para tres fines: 1) 
como fuente de nitrógeno para su crecimiento (proceso asimilatorio), 2) para usar el 
poder reductor del nitrato en el proceso de obtención de energía (respiración), y 3) para 
la disipación de este exceso de poder reductor en aras de optimizar el crecimiento en 
ciertas condiciones metabólicas (desasimilación).  
 
El primer subproceso de desnitrificación comprende la transformación de nitrato a nitrito 
(NO–3 ! NO–2). Aquí interviene el grupo enzimático de las nitrato reductasas donde se 
distinguen tres tipos diferentes de enzimas nitrato reductasas (Nar), a saber: nitrato 
reductasa citoplasmática asmimilatoria (Nas), la nitrato reductasa respiratoria de 
membrana (Nar) y la nitrato reductasa periplásmica (Nap) (González et al. 2006). Cuando 
se lleva a cabo la reducción asimilatoria del nitrato es llevado a a nitrito a través de la 
enzima Nas, posteriormente el nitrito se reduce a amonio, a partir del cual se producen 
posteriormente aminoácidos y proteínas, con la intervención de la enzima glutamina 
sintetasa, proceso que permite la asimilación del N. Existen dos tipos de enzimas nitrato 
reductasas asimilatorias: las NADH dependientes (EC 1.7.1.4) y ferredoxina o 
flavodoxina dependientes (EC 1.7.1.4). El primer grupo está constituido por dos 
subunidades codificadas por los genes nasA y nasC en el operón nasABCDEF (Ogawa 
et al. 1995),y en el segundo grupo las enzimas están formadas por una única subunidad 
NasB que se co-transcribe con los genes de transporte del nitrato (operón ntrABCD) 
(González et al. 2006). Por lo tanto rastrear este subproceso de desnitrificación 
asimilatoria usando la enzima nitrato reductasa asimilatoria puede caracterizar y 
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diferenciar los suelos en función del repertorio génico predominante, ya sea por enzimas 
dependientes de NADH o dependientes de ferredoxina o flavodoxina, adicionalmente se 
puede seguir la dinámica de pérdida de nitrógeno del ecosistema por asimilación. 
 
Cuando el primer subproceso de desnitrificación es llevado a cabo en la membrana o 
periplasma de los microorganismos tenemos la participación de los grupos enzimáticos 
de la nitrato reductasa respiratoria de membrana (Nar) y la nitrato reductasa periplásmica 
(Nap). Las enzimas del primer grupo están conformadas por tres subunidades α, β y γ, y 
se reconocen 2 tipos de enzimas: las NarG y las NarZ (EC 1.7.99.4); las NarG son 
codificadas por los genes narG, narH, narI, ubicados en el operón narGHJI (configuración 
regular), Las NarZ son codificadas por el operón narZYWV (en E. coli), Nar similar al 
producto del operón regular (González et al. 2006). Las enzimas periplásmicas (Nap) (EC 
1.7.99.4) son heterodímeros formados por una subunidad catalítica (NapA) y un 
citocromo c (NapB), codificadas por los genes napA y napB respectivamente (González 
et al. 2006). Estas enzimas poseen un gran valor a la hora de diferenciar ecosistemas 
edáficos dado que se ha postulado que la dinámica de estas enzimas es complementaria 
ya que se ha identificado la presencia de enzimas Nar únicamente en condiciones de 
anaerobiosis; en contraste con las enzimas Nap que se expresan en condiciones de 
aerobiosis, además se ha demostrado que estas enzimas participan en la desnitrificación 
aeróbica y en los procesos de control del poder reductor intracelular en condiciones 
metabólicas como crecimiento fototrópico o con fuentes de carbono reducidas (Sears et 
al. 2000).  
 
En el segundo subproceso de la desnitrificación, el nitrito proveniente de la reducción a 
través de las enzimas Nar es usado por las nitrito reductasas (Nir) para convertirlo en 
óxido nítrico (NO–2 ! NO). Existen dos tipos de Nir (EC 1.7.2.1) en la naturaleza, las que 
contienen un tetrahemo cd1 en el centro activo de la enzima (NirS) y las que contienen un 
cobre en el sitio activo (NirK) (de Boer et al. 1994). Estas enzimas no parecen tener 
ninguna relación ni estructural ni evolutiva de acuerdo a estudios genéticos comparativos 
realizados (Zumft 1997). El gen nirK se ha encontrado localizado aislado en el genoma 
sin formar parte de ningún operón y sin genes relacionados con la desnitrificación 
próximos a el (Zumft 1997), en contraste a las nitrito reductasa de tipo cd1 y su gen nirS 
quienes forman parte de operones complejos, donde el número y organización de los 
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genes nir difiere según las distintas especies (de Boer et al. 1994). Por lo tanto estas 
enzimas tienen la habilidad de diferenciar comunidades edáficas en función a la riqueza 
funcional del proceso. 
 
En el tercer subproceso de la desnitrificación, el óxido nítrico (NO) producido en el paso 
anterior es utilizado por los microorganismos en la biosíntesis de toxinas, protección 
contra el daño oxidativo, regulación del crecimiento y para algunos en condiciones de 
microaerobiosis puede ser usada como única fuente de energía (Crane et al. 2010).  En 
este sentido la reducción de NO a N2O está acoplada a la translocación de protones y 
por lo tanto síntesis de ATP, esta reacción es llevada a cabo por la enzima óxido nítrico 
reductasa (Nor). Ésta enzima está acoplada a una cadena de flujo de electrones y 
dependiendo de a quien se acople puede ser una enzima cNor acoplada a un citocromo c 
o qNor acoplada a una quinona. Las enzimas qNor consisten de una subunidad proteica 
NorB que comprende dos subunidades codificadas por los genes norB1 o  norB y norB2 
conocido como norZ (Zumft 2005). Las enzimas cNor están compuestas por dos 
subunidades, una con un citocromo c y la otra contiene un citocromo b y un átomo de 
hierro no hémico, llamadas NorC y NorB respectivamente. Los genes responsables de la 
síntesis de cNor están agrupados en el operón norCBQD (Bartnikas et al. 1997). Dos 
tipos enzimáticos ayudarán a la caracterización y diferenciación de los ecosistemas 
edáficos en este subproceso basado en su riqueza funcional.  
 
El último paso de la desnitrificación es la reducción de óxido nitroso (N2O) a dinitrógeno 
(N2), reacción catalizada por la enzima óxido nitroso reductasa (Nos). Los genes que 
codifican esta enzima están organizados en operones cuya organización típica es 
nosRZDFYLX. La subunidad catalítica es codificada por nosZ (Zumft 1997). A causa de 
la importancia del NO es relevante hacer seguimiento de su dinámica en el proceso 
desnitrificante utilizando los dos tipos de enzimas Nor y la enzima Nos que llevan a cabo 
su reducción a nitrógeno molecular para ser devuelto a la atmósfera, en aras de 
diferenciar la eficiencia del reciclaje del nitrógeno por parte de las comunidades 
microbianas edáficas. 
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1.2 Ciclo del Fósforo 
La dinámica del fósforo (P) en el suelo está dada por los procesos de mineralización 
(inmovilización) microbiana, actividad vegetal y factores ambientales. Así pues en los 
suelos este elemento se encuentra fijado en forma de fosfatos de calcio, hierro y aluminio 
y es altamente proclive a formar compuestos inorgánicos inutilizables, ya que puede ser 
inmovilizado por materia orgánica o arcillas (Paul 2007). La fuente principal de este 
elemento son las rocas de apatita y depósitos de fosfato natural, liberado en una forma 
disponible para las plantas (Paul 2007). 
 
Sin embargo, plantas, animales y microorganismos constituyen la principal fuente de 
compuestos de fosforo orgánico, los cuales representan entre un 30-65% del total del 
fósforo orgánico en los suelos (Lim et al. 2007). Siendo en esencia los microorganismos 
que colonizan la rizósfera los encargados de excretar ácidos orgánicos y enzimas con 
actividad fosfatasa para incrementar la solubilidad del P a través de la hidrólisis de 
esteres de fosfato. Adicionalmente, las asociaciones micorrízicas son críticas en la 
mediación de la disponibilidad del fosforo para un gran número de plantas (Jones & 
Hinsinger 2008).  
 
Figura 1-2: Mineralización del Fósforo y enzimas relacionadas. 
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El fósforo en el suelo se encuentra entre un 15 – 80% en compuestos orgánicos cuyas 
principales formas son: los fosfatos de inositol, fosfolípidos y ácidos nucleicos (Stevenson 
& Cole 1999). Por lo tanto la mineralización resulta ser el proceso más importante para el 
reciclaje de este elemento en los suelos. Parte del fósforo orgánico (Po) es absorbido por 
los organismos autótrofos en forma de HPO42- y de H2PO4- para construir ácidos 
nucleicos, fosfolípidos y ésteres que son utilizados por heterótrofos en la cadena trófica y 
posteriormente devueltos por estos últimos, en forma de fosfatos (Lim et al. 2007). En 
este sentido, las moléculas que conforman el Po pueden ser agrupadas en: 
Fosfomonoésteres, Inositol fosfatos y fosfodiésteres (Lim et al. 2007) (Figura 1-2).  
 
Hidrólisis de fosfomonoésteres: 
 
La hidrólisis de fosfomonoésteres de fosfato se lleva a cabo tanto por las raíces 
vegetales como por los microorganismos, que liberan una serie de fosfatasas al 
ambiente. Entre estas encontramos las fosfatasas ácidas (EC 3.1.3.2) y las alcalinas (EC 
3.1.3.1) (Hyun Sook Lee et al. 2008; Mina & Chaudhary 2012). Existe evidencia que 
soporta la idea de que la actividad fosfatasa no es un factor limitante en la mineralización 
del Po, pero se sabe poco acerca de las relaciones entre las medidas de actividad 
enzimática y dicha mineralización (Chen et al. 2008). Sin embargo es conocido que la 
aplicación de materia orgánica incrementa la actividad fosfatasa y el contenido de fósforo 
en la biomasa microbiana, que a su vez contribuye al fósforo disponible en el suelo, 
resultados que indican que la actividad fosfatasa alcalina y biomasa microbiana poseen 
un papel principal en la mineralización de este elemento, especialmente en la rizosfera, 
por lo que su estudio implica un punto clave en la caracterización y diferenciación de 
comunidades microbianas edáficas (Sakurai et al. 2008).  
 
Por otro lado se considera como relevante en la caracterización de las comunidades 
microbianas tener en cuenta el metabolismo de azúcares fosfatados, procesos realizados 
por los grupos enzimáticos clasificados en: EC 3.1.3.23, EC 3.1.3.24, EC 3.1.3.12 y EC 
3.1.3.15, (Ya-Pin Lee & Sowokinos 1969; Hyun Sook Lee et al. 2008) Incluyendo la 
actividad fosfatidilglecerofosfatasa (EC 3.1.3.27) en el catabolismo de los fosfolípidos 
como indicador de mineralización de fosfato (Mina & Chaudhary 2012). Adicionalmente 
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es relevante la degradación de xenobióticos órgano-fosforados donde intervienen los 
grupos enzimáticos clasificados en: EC 3.1.8.1 y EC 3.1.3.41 (Singh & Walker 2006).  
 
Hidrólisis de inositol fosfatos: 
 
Los fosfatos de inositol se encuentran en diversos ambientes naturales, son sintetizados 
por las plantas y constituyen el 80% del P total presente en el estiércol de los animales 
monogastricos. En los suelos son la forma dominante de compuestos orgánicos que 
contienen fósforo, el más importante es el fitato (myo-inositol hexakisfosfato (myo-IP6)) y 
pueden llegar a ser el 80% del Po en los suelos (Turner et al. 2002). Para aprovechar el 
Pp en los suelos, las poblaciones microbianas rizosféricas poseen la actividad para 
degradar el fitato y se cree que las fitasas tipo B-helice tienen el principal papel en la 
hidrólisis de dicho sustrato (Lim et al. 2007). La desfosforilación del myo-IP6 es 
catalizada por la actividad 1-fitasa (EC 3.1.3.8) de origen bacteriano y la 4-fitasa (EC 
3.1.3.26, EC: 3.1.3.67) (Turner et al. 2002). Por lo tanto la actividad fitasa es crucial para 
la hidrólisis microbiana del inositol fosfato, y los microorganismos que producen actividad 
fitasa extracelular pueden estimular el crecimiento vegetal por aumento en la 
disponibilidad de fosfatos (Idriss et al. 2002).  
 
Hidrólisis de fosfodiésteres: 
 
Los diésteres de fosfato se absorben débilmente en los materiales del suelo siendo más 
vulnerables a la degradación microbiana, sin embargo, la actividad en el suelo de este 
proceso es más baja que la hidrólisis de fosfomonoésteres (Lim et al. 2007). Entre los 
grupos enzimáticos encargados de estas reacciónes se encuentran las enzimas que 
mineralizan los ácidos nucleicos (EC 3.1.4.16), el grupo de enzimas con actividad 
esfingomielina fosfodiesterasa (EC 3.1.4.12) y las enzimas que intervienen en la 
mineralización de ácidos grasos con actividades fosfatidilinositol fosfodiesterasa (EC 
3.1.4.11) (Mullaney et al. 2007; Amachi & Bowien 1979; Raines et al. 1999). 
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1.3 Estudio estructural y funcional de las comunidades 
microbianas. 
En el estudio y manejo de las comunidades microbianas es de gran importancia poder 
definir su estructura, abundancia relativa y de ser posible la función que desempeñan sus 
miembros. Para evaluar la diversidad microbiana en los suelos se han desarrollado 
métodos que requieren del aislamiento de cultivos puros en medios diferenciales (métodos 
basados en cultivo) y que exigen el uso de técnicas de conteo (número más probable 
“most probable number” (MPN)) (Coates et al. 1999). Sin embargo, estas metodologías 
pueden distorsionar el universo microbiano, dado que la mayoría de los microorganismos 
no pueden ser cultivados (Amann et al. 1995). Por otro lado se tienen metodologías 
independientes de cultivo, que utilizan técnicas genómicas de bajo rendimiento, como el 
uso de electroforesis en gel de gradiente de densidad (“Density Gradient Gel 
Electrophoresis“ DGGE) para evaluar diversidad con base en información estructural del 
material genético (Dowd et al. 2008) o aquellas basadas en secuenciamiento de librerías 
de clonación16S ARNr por el método convencional de Sanger, que presentan 
limitaciones en cuanto al muestreo de la comunidad, debido al número limitado de clones 
que pueden ser secuenciados rápida y económicamente (Hugenholtz et al. 1998; 
Hugenholtz & Tyson 2008). 
 
Los avances en tecnologías de secuenciamiento han permitido el estudio de las 
comunidades microbianas de forma masiva, con mayor rapidez y menor costo que el 
método tradicional de Sanger (Edwards et al. 2006), aproximándose a obtener de esta 
manera la información genómica de toda la comunidad microbiana, convirtiéndose en 
una herramienta extremadamente poderosa para la investigación biológica. Este 
desarrollo de métodos rápidos y eficientes de secuenciación y ensamblaje de fragmentos 
de ADN, ha sido clave para la revolución de la genómica microbiana y los proyectos 
metagenómicos, aproximaciones que utilizan la mezcla total de ADN de la comunidad de 
organismos, en los que se incluyen, bacterias, archeas, eucariotes y virus, con el ánimo 
de caracterizar las comunidades microbianas a diferentes niveles de diversidad y 
abundancia. 
 
Con el ánimo de obtener la mayor cantidad de información a partir de datos de 
secuenciamiento se han realizado estudios basados en 3 categorías generales: La 
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primera incluye el análisis de genes 16S ARNr, que proporcionan una rápida y efectiva 
asignación en cuanto a diversidad y abundancia procariota se refiere, aunque bajo esta 
aproximación no es mucho lo que se puede inferir sobre la capacidad funcional de los 
miembros o la comunidad en estudio. 
 
La segunda aproximación se basa en la generación de grandes cantidades de 
secuencias partiendo del ADN genómico de la comunidad. Para este fin se usan 
estrategias de secuenciación “shotgun” (aleatorio) a partir de la secuenciación capilar de 
Sanger o las técnicas de secuenciación de alto rendimiento (Metzker 2009). Esta 
estrategia al no enfocarse en la subunidad 16S ARNr, es capaz de proporcionar 
información del papel funcional de las comunidades en los ecosistemas (Tringe et al. 
2008), además de permitir la cuantificación de los organismos que hacen parte de dicha 
comunidad (Huson et al. 2009; Urich et al. 2008; Vila-Costa et al. 2010). 
 
En la tercera aproximación se implementa un método análogo al anterior, en el que se 
parte del ARNm (transcriptoma) de la comunidad microbiana, con el ánimo de analizar el 
potencial genético activo de los microorganismos, obteniendo información sobre la 
respuesta de la comunidad a diferentes condiciones ambientales. Hasta hace poco la 
transcriptómica y metatranscriptómica se habían limitado al uso de tecnologías de 
clonación, secuenciamiento tipo Sanger y de microarreglos (Poretsky et al. 2005; Parro et 
al. 2007; Marioni et al. 2008), las cuales han comenzado a ser sustituidas por las nuevas 
tecnologías de secuenciamiento de alto rendimiento que han hecho posible el acceso a lo 
conocido y lo nuevo por conocer de las comunidades microbiológicas (Nookaew et al. 
2012; Poretsky et al. 2009). 
 
1.4 Estudio de los metagenómas. 
La biología molecular en los últimos 30 años ha llevado a cabo profundos avances en el 
mundo del secuenciamiento de ácidos nucleicos. Desde sus inicios en 1965 con el 
secuenciamiento de la primera molécula de ácido nucleico (ARN de transferencia de 
alanina) realizada por Holley , pasando por los primeros desarrollos de Maxam, Gilbert y 
Sanger (Maxam & Gilbert 1977; Sanger et al. 1977), hasta llegar al año 2004, el cual es 
recordado como el año en que se revolucionó el campo del secuenciamiento, gracias a la 
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introducción de las plataformas de secuenciamiento de alto rendimiento “Next Generation 
Sequencing “ (NGS).  
 
Roche (454), pionero en la innovación de estas tecnologías con su “Genome Sequencer 
(GS)” en 2004 (http:/www.454.com) fue capaz de secuenciar simultáneamente miles de 
fragmentos de DNA, con una longitud de lectura de 100 pares de bases (pb), aunque, el 
sistema actual 454 GS FLX Titanium proporciona un número aproximado de 1 millón de 
secuencias con un promedio de 400 pares de bases. En el 2006 se lanzó al mercado la 
tecnología del secuenciación “illumina Genome Analyzer (GA)” (http://www.illumina.com/) 
capaz de generar 10 millones de secuencias con una longitud de 32 pb. Hoy en día el 
secuenciador illumina HiSeq produce 6 mil millones de secuencias de hasta 150 pb por 
lectura.  
 
Las últimas plataformas, “Applied Biosystems base on Sequencing by Oligo Ligation and 
Detection SOLiD“ (http://www3.appliedbiosystems.com/AB_Home/) son capaces de 
producir 400 millones de secuencias de una longitud promedio de 50 pb, “life technology 
Ion Torrent” (http://www.lifetechnologies.com) el secuenciador de hebra sencilla que 
produce hasta 80 millones de lecturas de una longitud de 200 pb, y “Pacific BioScience” 
con su sistema de secuenciamiento de hebra única PacBio RSII que genera alrededor de 
40.000 lecturas por chip con una longitud promedio de 4500 pb 
(http://www.pacificbiosciences.com/products/).  
 
Si bien las diferentes plataformas de secuenciamiento varían en sus detalles técnicos, 
todas comparten el enorme volumen de datos que son capaces de generar y el hecho de 
evitar el laborioso procedimiento de clonación, que las convierten en sus mayores 
atractivos, a demás de permitir el uso directo de fragmentos de ADN o ARN. 
 
Estos avances en las tecnologías de secuenciamiento han mediado la transición del 
estudio de genomas individuales al estudio de la comunidad genómica de un ecosistema 
(metagenómica), un metagenoma tiene la particularidad de que en el coexisten especies 
relacionadas, múltiples sepas de una misma especie, eventos de transferencia horizontal 
de genes incluso que el cubrimiento del los genomas secuenciados no sea uniforme. 
Dada esta complejidad las estrategias bioinformáticas diseñadas para el análisis de 
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metagenómas son incapaces de caracterizar con precisión las comunidades que la 
componen. Por lo tanto se han creado programas que simulan comunidades 
metagenómicas teóricas para el ajuste de las estrategias de análisis. Programas como 
MetaSim (Richter et al. 2008), iMESS (Mende et al. 2012), GemSim (McElroy et al. 2012) 
y Ginder (Angly et al. 2012) utilizan la información almacenada en las bases de datos 
como GenBank (Benson et al. 2009) para generar librerías simuladas de secuencias bajo 
parámetros controlados que incorporen modelos de error, es decir, deleciones, 
inserciones o substituciones en ciertas posiciones basadas en probabilidades empíricas 
calculadas para cada plataforma; características de distribución y uniformidad de las 
poblaciones para simular la abundancia de los diferentes genomas de la comunidad, 
incluso permiten generar genomas "evolucionados" (mutados) a manera de 
descendientes derivados de los genomas iniciales (Huse et al. 2007; Nakamura et al. 
2011; Hansen et al. 2010; Gilles et al. 2011; Korbel et al. 2009). 
 
1.4.1 Análisis de comunidades microbianas  
Como se mencionó anteriormente el análisis de un metagenoma se puede hacer por 
estudios poblacionales de marcadores moleculares ribosomales 16S/18S o por análisis 
genómico total; por lo tanto: 
 
A partir de secuencias de 16S/18S ADNr provenientes de la plataforma Roche 454 se ha 
obtenido información de las poblaciones en los ecosistemas edáficos de los que se 
dirigen estudios de diversidad, haciendo caracterización filogenética (“phylotyping”) y 
evaluando el cubrimiento de las especies ahí representadas en función de unidades 
taxonómicas operacionales (OTU), a través del cálculo de las curvas de rarefacción, de 
manera que se represente el esfuerzo de muestreo en función de la frecuencia de OTUs 
encontrados. Tradicionalmente, las secuencias de la subunidad 16S ARNr han servido 
para determinar las relaciones filogenéticas entre taxones procariotas y se ha 
demostrado que las secuencias pueden variar sus porcentajes de identidad hasta el 97% 
para aquellas que pertenezcan a la misma especie, >95% de identidad pertenecen al 
mismo género, aquellas con identidad >85% pertenecen a la misma familia y las 
secuencias que estén entre el 70 - 60% de identidad se asignan al mismo orden (Woese 
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1987; Stackebrandt et al. 1997; Stackebrandt & Goebel 1994; Hugenholtz et al. 1998; 
Everett et al. 1999; Schloss & Handelsman 2006).  
 
Existen varios programas que realizan análisis de biodiversidad a partir de este tipo de 
cronómetros moleculares, uno de los más utilizados en análisis metagenómico es 
MOTHUR (Schloss 2009), desarrollado a partir de DOTUR (Schloss & Handelsman 
2005), QIIME (Caporaso et al. 2010) y PyCognet (Knight et al. 2007), entre otros; estos 
programas proporcionan las herramientas necesarias para transformar los datos de 
secuenciamiento a datos poblacionales, de manera que el programa asigne unidades 
operacionales taxonómicas (OTUs) a diferentes niveles de distancia. Otros ejemplos de 
este tipo de herramientas de computo son PHACCS  y GAAS (Angly et al. 2009), 
diseñadas e implementadas para evaluar la biodiversidad de comunidades virales no 
cultivables, las cuales hacen ensamblaje de secuencias utilizando un algoritmo Lader-
Waterman modificado, para modelar la estructura y diversidad viral de la comunidad. 
 
No obstante, se ha demostrado que el gen 16S ARNr se expresa en múltiples copias (1 - 
15) que pueden diferir en sus secuencias para procariotes (Case et al. 2007), lo que 
implica múltiples ribotipos para un sólo organismo, causando en ocasiones una 
inapropiada clasificación taxonómica y una estimación errónea en el número de OTUs, 
por lo que se han propuesto marcadores funcionales alternativos tales como rpoB o 
amoA, pmoA, nirS, nirK, nosZ y pufM (Case et al. 2007).  
 
Sin embargo, cuando se usan datos de secuenciamiento de todo el contenido genómico 
de la comunidad, aún se sigue esencialmente el mismo flujo de trabajo que con genomas 
aislados; es decir: ensamblaje de secuencias, predicción génica y anotación funcional de 
contigs y scaffolds (Mavromatis et al. 2007), sin embargo, los diversos algoritmos de 
ensamblaje no han resultado ser muy efectivos sobre datos metagenómicos dada su alta 
complejidad (Mende et al. 2012). 
 
Por otro lado, el “binning” es una aproximación en donde se usan estrategias y algoritmos 
de agrupamiento de secuencias con el ánimo de identificar los OTUs que caracterizan a 
la comunidad microbiana en estudio utilizando ya sean contigs ensamblados o 
simplemente las secuencias sin ensamblar (Mavromatis et al. 2007). Para realizar el 
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proceso de binning existen dos estrategias: una basada en composición y otra en 
similitud.  
1.4.2 Aproximación basada en composición 
La estrategia basada en composición extrae información de las secuencias desconocidas 
relacionada con el contenido de GC (Foerstner et al. 2005), y establece diferencia en la 
frecuencia de ocurrencias de codones similares “codón usage” (Noguchi et al. 2006) o 
frecuencia de k-mer (oligos) (Sandberg et al. 2001) y las compara con aquellas 
calculadas de información genómica con origen taxonómico conocido. 
 
Para esta estrategia se destacan las herramientas: TETRA (Teeling et al. 2004), 
PhyloPhytia (McHardy et al. 2007) y TACOA (Diaz et al. 2009), que utilizan frecuencias 
de k-mers bajo modelos markovianos, modelos de clasificación usando maquinas de 
soportes vectoriales (Support vector machine – SVM) o por el algoritmo “K-nearest 
neighbor” para llevar a cabo asignaciones taxonómicas precisas de fragmentos 
genómicos grandes (>1Kb) provenientes de metagenómas. Existen aproximaciones 
hibridas como PhymmBL (Brady & Salzberg 2009) que utilizan un modelo de 
interpolación markoviano (IMM) para comparar patrones usados por oligonucleótidos de 
longitud variable para caracterizar las secuencias según un grupo filogenético de 
referencia, a demás de incorporar resultados BLAST de las secuencias para usar un 
sistema de puntaje combinado y lograr asignaciones taxonómicas más precisas a 
lecturas mayores de 800pb. 
 
Estas aproximaciones heurísticas tienen una desventaja y es la precisión en la 
asignación, la cual está limitada por la longitud de la secuencia sobre la cual se hace el 
análisis (> 800nt), lo cual resulta en un cuello de botella al considerar el análisis de 
secuencias cortas provenientes de tecnologías como illumina sin procesos de 
ensamblaje previo, ya que es notable la pérdida de resolución y precisión (Brady & 
Salzberg 2009). 
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1.4.3 Aproximación basada en similitud 
Las herramientas computacionales que emplean esta aproximación utilizan bases de 
datos de secuencias proteicas, secuencias de nucleótidos e incluso genomas completos 
cuyo origen taxonómico sea conocido. Sin embargo, dado que las comunidades 
microbianas están constituidas principalmente por organismos sin cultivar, las 
herramientas generalmente hacen uso de bases de datos de secuencias proteicas; ya 
que estas son más conservadas que las secuencias de nucleótidos, y por lo tanto 
mejores para detectar homólogos lejanos (Altschul et al. 1997). No obstante, el uso de 
secuencias de proteínas como referencia implica que las secuencias del metagenóma 
tienen que ser traducidas en los 6 marcos de lectura lo cual incrementa los tiempos 
computacionales de la búsqueda. 
 
La aproximación basada en comparación recae en dos tipos generales de métodos; 
aquellos que realizan búsquedas por homología usando modelos ocultos de markov 
(HMM) (Eddy 1998) y aquellos que usan búsquedas por homología usando BLAST (Gish 
& States 1993).  
 
Entre las herramientas que usan el método de comparación por BLAST están: MEGAN 
(Huson et al. 2007; 2009) que selecciona resultados BLAST con un bitscore mayor a 35 y 
para cada hit implementa una estrategia de predicción de OTUs asignándole un ancestro 
común hipotético a través del algoritmo “Lowest Common Ancestor” (LCA). El algoritmo 
LCA usa los puntajes de similitud del archivo de salida BLAST para ubicar la secuencia 
problema sobre un taxa u OTU que integra a un árbol filogenético previamente calculado. 
SOrt-ITEMS (Haque et al. 2009) y DiScRIBinATE (Ghosh et al. 2010), herramientas que 
utilizan un algoritmo exhaustivo para evaluar tanto, la calidad del alineamiento a través 
de los parámetros de bit-score, la longitud del alineamiento; como el porcentaje de 
identidad de la salida de BLAST para reducir el número de falsos positivos; luego asignan 
la lectura a un nivel taxonómico, utilizando las relaciones filogenéticas de una base de 
datos determinada (COGs). En el 2012 se presentó MetaPhlAn (Segata et al. 2012), una 
herramienta que estima la abundancia relativa de microorganismos, usa BLAST para 
asignar las lecturas de las librerías metagenómicas contra un conjunto de marcadores 
clado específicos, secuencias preseleccionadas (alrededor de 400 mil genes 
marcadores) a partir de secuencias codificantes que identifican clados microbianos 
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específicos a diferentes niveles taxonómicos. Utiliza esta base de datos para comparar 
las lecturas provenientes de metagenómas y  caracterizar las comunidades microbianas. 
 
CARMA3 (Krause et al. 2008; Gerlach et al. 2009) un programa que realiza una 
detección de secuencias metagenómicas que codifican para proteínas conocidas usando 
BLASTx sobre la base de datos Pfam, luego realizar una reducción de falsos positivos 
utilizando el método de comparación por HMM sobre los perfiles de pfam (pHMM). Las 
lecturas asignadas por la metodología anterior son sometidas a un algoritmo filogenético 
para realizar la asignación taxonómicas de estas a través de alineamientos múltiples 
sobre las secuencias de pfam y llegar a la identificación de los organismos fuente de 
dichas secuencias funcionales. Esta herramienta fue diseñada para trabajar con 
secuencias provenientes de la plataforma Roche 454 (> 350pb). 
 
El análisis de metagenómas usando herramientas basadas en comparación logran 
mejorar la asignación de lecturas cortas, sin embargo, poseen sesgos por errores en las 
secuencias debidos a: inserciones, deleciones o substituciones. Adicionalmente se ha 
detectado sobreestimación en los resultados generados (Haque et al. 2009) o 
provocados por variaciones en números de copias de los genes, errores de las 
plataformas de secuenciamiento, por los parámetros de asignación y las cortas 
longitudes de los alineamientos (<200pb) (Krause et al. 2008; Gerlach et al. 2009). Esto 
genera dificultades al calcular la abundancia relativa de los taxones asignados, lo que ha 
implicado la implementación de métodos de normalización, campo que está en pleno 
desarrollo (Segata et al. 2012). 
 
Como se ha expuesto anteriormente, el estudio de metagenómas usando métodos 
bioinformáticos tiene tres factores limitantes: la capacidad de computo, la incapacidad de 
asignar con precisión secuencias cortas (< 400nt) y dificultades en la estimación de la 
abundancia de organismos basada en el cálculo de la abundancia de secuencias, lo que 
ha llevado hace poco al desarrollo de herramientas que caractericen comunidades 
microbianas basándose en un análisis funcional, puesto que este tipo de herramientas 
son mucho más informativas y permiten realizar una mejor metagenómica comparativa 
no solo desde el punto taxonómico sino metabólico (Huson et al. 2009; Segata et al. 
2012). 
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1.5 Microarreglos en la caracterización microbiana  
La tecnología de microarreglos se ha convertido en una herramienta diagnóstica muy 
poderosa y eficiente para el análisis y monitoreo de procesos ambientales, estudios 
funcionales y taxonómicos de ecosistemas terrestres y acuáticos (He et al. 2007; 
Yergeau et al. 2007; 2009; 2010; Berthrong et al. 2009; Thomassen et al. 2009; Wang et 
al. 2009), dichos estudios, han demostrado que se puede realizar análisis de estructura, 
actividad funcional y dinámica microbiana, información que puede ser utilizada para 
realizar comparaciones entre comunidades microbianas. 
 
Tres tipos de tecnologías de microarreglos sobresalen por su uso (Dehmer & Emmert-
Streib 2008): 1. microarreglos de punto (spotted), los cuales consisten en oligos 
previamente sintetizados o productos de PCR los cuales son ubicados roboticamente 
sobre la superficie del soporte o chip; 2. Affimetrix GeneChips, compuestos de 
oligonucleotidos cortos, sintetizados sobre la superficie del chip; y 3. aquellos chips de 
síntesis in situ fabricados por NimbleGen y Agilent. 
 
Los microarreglos de DNA se caracterizan por tener inmovilizados cientos o miles de 
fragmentos de DNA (Sondas), los cuales se distribuyen sobre un soporte sólido (lámina 
de cristal o plástico), a los cuales se hibrida una muestra de ADN (Shaoguang Li & 
Dongguang Li 2008). Aunque esta técnica originalmente fue desarrollada para generar 
perfiles de expresión de genes puntuales (Dehmer & Emmert-Streib 2008), también ha 
sido utilizada en estudios de: diversidad microbiana (Peplies et al. 2006; Sanguin et al. 
2006; N Zhang & Geiser 2007), función biogeoquímica (Wilson et al. 2002; Wu et al. 
2006; He et al. 2007; 2010; Reeve et al. 2010), genotipificación de polimorfismos de un 
nucleótido (SNP), genómica comparativa por hibridación, Inmunoprecipitación de 
cromatina sobre chip (ChiP on chip), y detección de micro ARN, entre otros (Pariset et al. 
2009). 
 
Los microarreglos son una de las herramientas más poderosas y versátiles para 
investigación post-genómica (P O Brown & Botstein 1999), en estudios ambientales es 
capaz de generar perfiles funcionales y de diversidad, ofreciendo una aproximación 
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rápida y efectiva para la caracterización de las muestras. Al respecto se destaca la 
aplicación de un microarreglo funcional denominado GeoChip (He et al. 2007; 2010), que 
contiene más de 24000 sondas, en el que se incluyen más de 10000 genes que 
participan en los principales ciclos biogeoquímicos y en varios procesos ecológicos y 
ambientales, con el cual se monitoreó la respuesta de contaminantes y comunidades 
asociadas a una comunidad de aguas subterráneas, demostrando que el uso de 
microarreglos es una alternativa viable como herramienta de evaluación ambiental. Sin 
embargo el uso de este tipo de tecnología, enfrenta ciertas limitantes de las cuales se 
destaca la incapacidad de identificar secuencias de especies lejanamente relacionadas, 
además comparado con técnicas basadas en PCR los microarreglos muestran de 100 a 
10.000 veces menos sensibilidad en la detección génica (Daniel 2005). 
 
1.6 Firmas genéticas e hibridación 
Los avances en la capacidad de secuenciamiento y la enorme cantidad de secuencias 
disponibles en las bases de datos, en la actualidad suscitan la oportunidad del uso de 
firmas génicas o secuencias de ADN distintivas. Entiéndase por firmas génicas a 
secuencias cortas de ADN que son únicas y específicas, ya sea a un gen o familia 
génica, hasta individuo o individuos que pertenezcan a algún grupo con relación 
filogenética. Estas firmas génicas han sido usadas para desarrollar estudios de control de 
calidad, producción alimentaria, diagnósticos médicos y monitoreo ambiental (He et al. 
2007; Ward et al. 2007; Yergeau et al. 2010; 2009; Berthrong et al. 2009; Thomassen et 
al. 2009; Wang et al. 2009; He et al. 2010; Yergeau et al. 2007). 
 
Se han desarrollado, diferentes procedimientos para la detección de firmas génicas 
(Nielsen et al. 2003; Slezak et al. 2003; Xingyuan Li et al. 2005; Vijaya Satya et al. 2008; 
Lemoine et al. 2009; Terrat et al. 2010), y todos ellos implementan algoritmos que son 
capaces de ajustar sus resultados para el diseño de “primers” o sondas de acuerdo a las 
condiciones experimentales de hibridación de la tecnología a utilizar, ya sean para PCR 
(Slezak et al. 2003)  o microarreglos de ADN (Nielsen et al. 2003; Nordberg 2005; Tembe 
et al. 2007). En estos casos el proceso de hibridación está sujeto a factores físico-
químicos que deben tenerse en cuenta para el diseño de las sondas. 
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El problema al que se enfrentan estos algoritmos de diseño de sondas o primers a partir 
de firmas génicas, es identificar aquellos fragmentos de secuencia específicos y únicos, 
para lo cual se requiere una comparación con una base de datos de nucleótidos tal como 
la del GenBank (Benson et al. 2009), lo que implica que las firmas génicas identificadas y 
las sondas diseñadas a partir de estas son únicas, sólo de acuerdo a la base de datos 
usada. Pero aún sin un criterio in silico preciso para cuantificar o cualificar que dicha 
firma genética sea única, sin embargo, las herramientas siempre han probado de manera 
experimental dicho concepto (Slezak et al. 2003; Gardner et al. 2005; Nordberg 2005; 
Tembe et al. 2007).  
 
En el diseño de sondas es importante tener en cuenta la especificidad y sensibilidad de 
las mismas, deben tener una buena discriminación entre el gen blanco y  los genes que 
estén en la muestra (especificidad), ser capaces de detectar las diferencias en cantidad 
(abundancia) del gen blanco dadas las condiciones particulares de la hibridación 
(sensibilidad) (Wernersson et al. 2007). Sin embargo, desde el punto de vista 
bioinformático la evaluación de estos aspectos no ha suscitado un profundo desarrollo, 
no obstante, se han identificado factores involucrados como longitud e identidad de la 
secuencia para la modulación de dichos atributos. 
 
En la implementación de microarreglos para diversos estudios, se ha reportado que los 
parámetros óptimos de sondas diseñadas son de longitudes desde 50 hasta 70 pb, con 
identidad mayor al 84% con sus fragmentos blanco y que no sean complementarias con 
mas de 15 bases contiguas con fragmentos no blancos, puesto que el registro de falsos 
positivos disminuye considerablemente (Kane et al. 2000; Hughes et al. 2001), sin 
embargo, para sondas de 70pb o más, la especificidad se mejora si no son 
complementarias por más de 20 bases contiguas con fragmentos no blanco (He et al. 
2005). Estos parámetros se conocen como las reglas Kane para el diseño de sondas.  
 
Sin embargo, no existen reglas sugeridas para el diseño de sondas para experimentación 
in silico, los requerimientos de identidad de las sondas para experimentos de 
microarreglos están sujetos a que la hibridación se mantengan bajo ciertas condiciones 
fisicoquímicas, cosa que en un experimento computacional no sucede. Hasta ahora no 
existe información que relacione las condiciones de homología basadas en una 
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perspectiva evolutiva sugeridas para el diseño de sondas para experimentación de 
hibridación in silico. 
 
 Pregunta de investigación 
¿Es posible caracterizar una comunidad microorganismica edáfica en función de grupos 
funcionales claves de los ciclos biogeoquímicos detectados a partir de los resultados de 
secuenciamiento de alto rendimiento del respectivo metagenóma?.                                 
Objetivos  
 
Objetivo general 
Diseñar un sistema de hibridización in silico para la identificación de grupos funcionales 
involucrados en ciclos biogeoquímicos de la comunidad microbiana del suelo risosférico 
evaluando datos metagenómicos. 
Objetivos específicos 
" Seleccionar las secuencias de genes claves involucrados en las rutas de los 
ciclos biogeoquímicos nitrógeno y fosforo. Almacenar la información en una 
base de datos local. 
" Definir el flujo de trabajo para el diseño de sondas. 
" Definir el flujo de trabajo para la hibridación in silico. 
" Determinar los parámetros óptimos del sistema de hibridación in silico. 
" Evaluar el sistema de hibridación in silico usando datos simulados y reales de 
secuenciamiento de alto rendimiento. 
 2. Metodología 
2.1 Diseño de sondas 
Para el diseño de sondas fue necesario, primero definir los genes a mapear en la muestra, 
almacenarlos localmente, definir sus características de homología y diseñar sobre ellos 
dichas sondas. En consecuencia, se desarrolló: 
2.1.1 Elaboración de base de datos local para el diseño de sondas. 
A través de una revisión bibliográfica en literatura especializada, se identificaron los 
procesos metabólicos, subprocesos y reacciones que los componen, asociados a los ciclos 
biogeoquímicos del nitrógeno y fósforo, de tal manera que tuvieran la capacidad de distinguir 
comunidades microbianas por su expresión en condiciones ambientales diferenciales. Una 
vez identificadas las reacciones, se procedió a determinar las clases enzimáticas 
involucradas, realizando una búsqueda manual en la base de datos KEGG (Kanehisa 2004), 
lo que permitió la posterior selección de las enzimas útiles para la caracterización molecular 
de los grupos microbianos involucrados en dichos procesos, a través de una consulta 
manual sobre la base de datos Uniprot (UniProt Consortium 2011).  
 
Con los identificadores de las enzimas se realizó una consulta sobre la base de datos 
“European Molecular Biology Laboratory – European Bioinformatics Institute” (EMBL-EBI) 
utilizando el protocolo SOAP (Simple Object Access Protocol) para extraer la información 
correspondiente a la secuencia de nucleótidos, aminoácidos y el identificador taxonómico 
con el fin de conocer la información de procedencia taxonómica de cada enzima. Para 
realizar dicha consulta se desarrolló un script en lenguaje PHP versión 5, el cual consulta, 
extrae y almacena automáticamente la información en la base de datos local SPH (ver 
Anexo A.). 
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Posteriormente se determinó la variabilidad de la secuencia de cada enzima contenida en la 
base de datos SPH, agrupando sus secuencias codificantes (CDS) a nivel de especie, 
genero y familia. Esta información es importante para definir los parámetros del sistema 
posteriormente. La variabilidad de las secuencias de cada enzima  a los diferentes niveles 
taxonómicos se calculó de la siguiente manera: 
 
1. Los CDS de cada enzima se agruparon de acuerdo a su clasificación taxonómica 
tanto a nivel de especie como de genero y de familia, utilizando el identificador de 
“Taxonomy” del NCBI y una consulta SQL sobre la base de datos SPH.  
 
2. Se seleccionaron las enzimas que registraban mínimo 5 CDS para cada nivel 
taxonómico. 
 
3. Los CDS de cada enzima fueron alineados a través del algoritmo MUSCLE (Edgar 
2004b) independientemente para cada jerarquía taxonómica. 
 
4. Se calculó la divergencia promedio usando la matriz de las secuencias alineadas, a 
través de la proporción de sitios nucleotídicos en los cuales las secuencias son 
diferentes (modelo p-distancia) utilizando el programa MEGA 5 (Tamura et al. 2011).  
Los resultados fueron almacenados en formato tabular. 
2.1.2 Selección de parámetros para el diseño de sondas 
Se realizó una revisión bibliográfica sobre herramientas y metodologías para el diseño de 
sondas para hibridación in silico, microarreglo y primers de PCR. Con base en ellos se 
definió el concepto de sonda y se determinaron los parámetros de diseño, incluyendo: base 
de datos de referencia, longitud óptima de la sonda y criterios de homología como la similitud 
mínima - máxima y longitud mínima de alineamientos inespecíficos sobre la secuencia para 
la que se diseñará cada sonda.  
 
2.1.3 Implementación del sistema creador de sondas (CrSo) 
De acuerdo a los parámetros definidos previamente, se diseñó e implementó el flujo de 
trabajo para el diseño de sondas CrSo en un Servidor DELL Poweredge M610 con 2 
30 Sistema de hibridación in silico de genes funcionales. 
 
procesadores Xeon 2.8 GHz Quad Core, 72 GB de memoria RAM y sistema operativo Linux 
SUSE 10. La implementación de CrSo está basada en tres etapas generales: Selección de 
secuencias representativas de la base de datos SPH a partir de las cuales se realiza el 
diseño de las sondas, calculo de especificidad de las sondas por medio del computo de 
homología de los CDS y finalmente la selección de las sondas diseñadas.  
" Selección de secuencias representativas de la base de datos SPH 
Para este paso se diseñó un script “fileDeb.py” escrito en lenguaje Python 2.7 que utilizó la 
herramienta Uclust 5.0 (Edgar 2010) para eliminar la redundancia de las secuencias CDS de 
los genes correspondientes a las enzimas de los ciclos biogeoquímicos del N y P presentes 
en la base de datos SPH. La herramienta Uclust  versión 5.0 (Edgar 2010) ejecutó las 
siguientes operaciones: 
 
1. Agrupamiento de los CDS de las secuencias de genes a nivel de género para evitar 
generar sondas duplicadas a nivel de especie. Uclust realizó este proceso usando el 
algoritmo neighbor-nearest a un porcentaje de identidad de 85%, generando los 
grupos respectivos. 
 
2. Alineamiento múltiple de cada grupo de secuencias usando Muscle versión 3.8.31 
(Edgar 2004a). 
 
3.  Extracción de la secuencia consenso de cada alineamiento múltiple teniendo como 
criterio de selección en casos de variabilidad de alguna posición “la base más 
común”.  
 
Este proceso genera un archivo multi-fasta de las secuencias depuradas de los CDS de las 
enzimas, a partir de las cuales se diseñan las sondas. Este archivo se almacenó en el 
servidor y fue el archivo de entrada para el siguiente paso. 
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" Cálculo de puntaje de especificidad de las sondas.  
Para este y el próximo proceso se diseño un script llamado “CrSo.py” escrito en lenguaje 
Python 2.7 que ejecuta dos funciones: La primera getScore, desarrollada con base  en la 
herramienta de fuente abierta  OligoWiz 2.0 (Wernersson & Nielsen 2005). 
 
Dicha  función ejecutó un flujo de trabajo que inició con un alineamiento BLAST (Altschul et 
al. 1997) entre las secuencias consenso de los CDS de las enzimas y la base de datos 
ProEnvFun que comprendía las secuencias codificantes procariotas, ambientales y fúngicas 
presentes en el EMBL actualizado el 16 de Mayo de 2012. Una vez realizado el BLAST, se 
descartaron los hits cuya longitud de alineamiento era igual a la longitud del gen con un 
porcentaje de identidad mayor al 85% o aquellos cuya longitud de alineamiento era mayor o 
igual al 85% de la longitud del gen y un porcentaje de identidad del 100%, dado que estos 
podían ser el mismo gen u homólogos cercanos, además, se descartaron todos los hits cuya 
longitud de alineamiento era menor a 21pb.   
 
Posteriormente, la inespecificidad de cada posición de cada una de las secuencias consenso 
de las enzimas, fue calculada haciendo uso de la información de apareamiento (1 
apareamiento, 0 no apareamiento) de los alineamientos de cada hit de BLAST obtenidos en 
el paso anterior, estableciendo un puntaje para cada posición de la secuencia (!"#!) de la 
siguiente manera: 
 !"#! = ! !"!!!"#  
 
Donde !"! representa los valores de apareamiento de cada hit para la posición i (0 o 1), !!"# es el valor máximo de hits de una posición, el cual se obtuvo contando el número de 
hits de cada una de las posiciones de la secuencia y determinando la posición con mayor 
número de hits. 
 
Posteriormente, para cada secuencia consenso se generaron todos los posibles 
oligonucleótidos de longitud definida (sondas candidatas) y se les calculó un puntaje de 
especificidad (!!!) utilizando los puntajes de inespecificidad de cada posición de la siguiente 
manera:  
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!!! = 100 − ! !"#!!!!!!!!! ∗ 100 
Donde ! es la longitud de la sonda y el puntaje de especificidad de la sonda ! (!!!) está 
dado por la sumatoria de los puntajes de cada posición !"#!, desde la posición de inicio de la 
sonda !! hasta la posición final !! de esta. 
" Selección de sondas  
El proceso de selección de sondas ejecuta la segunda función getProbes del script CrSo.py 
que permite seleccionar el número de sondas y las sondas de mejor puntaje de especificidad 
para cada gen.  
 
Para este fin, el script ordena de forma descendente las sondas candidatas para cada CDS 
según su puntaje de especificidad calculado por la función getScore.py, una vez ordenadas 
se seleccionan las N mejores sondas, N definido por el usuario.. Finalmente se identifican  
las sondas comunes a CDS diferentes y se descartan. Para realizar este último proceso este 
script realiza  un agrupamiento de las sondas usando Uclust versión 5.0 (Edgar 2010) con un 
porcentaje de identidad de hasta el 85% y selecciona las sondas que pertenezcan a grupos 
compuestos por 1 secuencia (singletons). De esta manera se depura el conjunto de sondas 
generado anteriormente y se crea un archivo multi-fasta con las sondas que serán usadas 
en el proceso de hibridación in silico. 
 
2.2 Hibridación in silico 
El proceso de hibridación in silico consiste  en alinear las sondas creadas por CrSo con las 
secuencias de ADN del metagenoma o metatranscriptoma formateadas como base de datos 
BLAST usando el algoritmo BLAST. El resultado de este proceso de alineamiento permitió 
identificar las secuencias del metagenoma o metatranscriptoma que tienen una homología 
con el gen representado por cada sonda según la siguiente regla general: Una secuencia de 
la base de datos BLAST (metagenoma o metatranscriptoma) que se haya alineado bajo 
ciertos parámetros de especificidad con la secuencia de entrada (sonda), se considerará 
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homologa al gen que representa la secuencia de entrada. Este proceso, se llevó a cabo bajo 
el  diseño de un flujo de trabajo, dado  de la siguiente manera: 
2.2.1 Implementación del Hibridador in silico (HISS) 
Para el proceso de hibridación in silico se desarrolló un script llamado “hiss.py” en lenguaje 
python que realiza 2 pasos generales para identificar las secuencias provenientes de 
secuenciamiento de alto rendimiento asociadas a cada sonda: 
  
1) Comparación: Las sondas son comparadas con cada una de las secuencias de la 
comunidad edáfica utilizando el algoritmo BLAST. Para esta etapa se creó la base de datos 
BLAST con los datos del metagenoma o metatranscriptoma usando el programa formatdb. El 
script lee el archivo de las sondas y ejecuta BLAST con cada sonda sobre la base de datos 
para realizar la comparación. La salida de BLAST se almacena localmente en formato 
“pairwise” (salida por defecto de BLAST) la cual es  la entrada para la siguiente etapa.  
 
2) Selección de los hits: En esta segunda parte del proceso, se realizó una selección de los 
hits BLAST evaluando la información de  porcentaje de identidad y longitud del alineamiento, 
de tal manera que los hits cumplan con condiciones determinadas experimentalmente en la 
siguiente sección.  
 
El script “hiss.py” genera un archivo tabular en el que se almacenan las características de 
hibridación de los hits junto con el identificador de la sonda a la cual se hibrida. 
Adicionalmente estos resultados pueden ser integrados a un script escrito en python v. 2.7 
llamado compare.py, el cual se encarga de relacionarlos con la meta-información de cada 
sonda (Proceso, Subproceso, Enzima, Gen y Taxa). Si se ingresan dos resultados este script 
realiza una comparación y presenta los resultados de conteos en formato tabular que se 
almacenan en el servidor. 
2.3 Evaluación de los parámetros del sistema de 
hibridación in silico. 
A continuación se describe como se ajustaron los parámetros de selección del hibridador in 
silico, a) el número y longitud óptima de las sondas y b) la precisión del sistema de 
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hibridación en comparación a la asignación usando los CDS completos en vez de sondas 
(como comúnmente se hace el mapeo de metagenomas), para  lo que fue necesario simular 
librerías de secuenciamiento cuya información fuese conocida y sondas a partir de los CDS 
previamente definidos. 
2.3.1 Datos de prueba 
Para realizar el ajuste de los parámetros del sistema de hibridación in silico, se diseñaron 
librerías metagenómicas simuladas utilizando la herramienta Grinder (Angly et al. 2012). A 
través de esta herramienta se realizó un proceso de fragmentación aleatorio para la 
construcción de las librerías simuladas de secuenciamiento integrando el modelo de error 
experimental para la plataforma illumina.  
 
La  herramienta Grinder se utilizó bajo las siguientes consideraciones : 
 
1. Individuos de la comunidad edáfica simulada: se escogió una comunidad edáfica 
poco diversa, conformada por 20 organismos característicos de un ecosistema 
edáfico (Tringe et al. 2005), que tuvieran en sus genomas algunos de los genes de 
interés para este trabajo. Los genomas fueron descargados desde la base de datos 
GenBank - RefSeq del NCBI (Benson et al. 2009) al servidor local. 
2. Estructura de la comunidad edáfica: se definió la comunidad edáfica como una 
estructura homogénea, donde no hubiera bacterias dominantes, característica 
ecológica reportada para comunidades edáficas (Tringe et al. 2005). 
3. Modelo de error de la plataforma: se empleó el modelo empírico polinomial de 
substituciones determinado para la plataforma illumina (Korbel et al. 2009). 
4. Características de la librería: comprende un modelo determinístico de generación 
aleatorio de insertos de longitud media de 250 y lecturas de 100nt. 
 
Con las anteriores especificaciones se simularon 10 librerías cuyo cubrimiento del 
metagenoma fuera 1X. 
 
Las sondas que se utilizaron para los  experimentos, fueron diseñadas siguiendo el flujo de 
trabajo de CrSo previamente descrito, utilizando las secuencias almacenadas en la base de 
datos SPH. Puesto que se pretendía evaluar la longitud y el número de sondas requeridas  
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para cada gen, se diseñaron 5 grupos de sondas de diferentes longitudes: 25pb, 40pb, 60pb, 
80pb, 100pb y para cada grupo de secuencias se seleccionaron las 3 mejores sondas de 
cada gen. 
 
2.3.2 Ajuste de parámetros de selección del proceso de hibridación 
Para establecer las condiciones de selección del hibridador in silico, se llevó a cabo el 
proceso de comparación (paso uno del hibridador) entre la mejor sonda de cada longitud 
contra los datos simulados de la librería Lib1X y se observó el comportamiento de los 
resultados evaluando:  
1. El número total de hits resultantes para cada sonda, de estos se determinó  
a. El número de hits verdaderos, es decir, lecturas alineadas con las sonda que 
provenían del fragmento del gen que la sonda representaba. 
b. El número de hits falsos, es decir, lecturas alineadas con las sondas que no 
provenían del fragmento del gen que la sonda representaba 
2. Para los hits verdaderos y falsos se registró la longitud del alineamiento y el número 
de malos apareamientos del alineamiento. 
 
Con esta información se establecieron ciertas características de los alineamientos 
verdaderos; tales como longitud mínima de alineamiento y número máximo de malos 
apareamientos para longitudes de alineamientos de 40, 60, 80 y 100nt. 
 
Con base en esta información, los valores de longitud de alineamiento y malos 
apareamientos se ajustaron a una función continua como parámetro de selección de HISS. 
Para saber que función arrojaba mejores resultados se probaron 3 funciones a saber: lineal, 
polinomial y logarítmica. 
 
A continuación se ejecutó el paso dos del hibridador, la selección, donde se integraron una a 
una las 3 funciones de selección previamente generadas. Para los resultados de esta parte 
del hibridador se registró: 
1. El número total de hits retenidos 
2. El número de hits verdaderos 
3. El número de hits falsos. 
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De los resultados obtenidos se evaluó el número de falsos positivos y el número de 
verdaderos retenidos a través de un análisis de varianza para determinar si había diferencia 
significativa entre las 3 funciones de ajuste y posteriormente una prueba T, de esta manera 
se seleccionó la mejor función que permite al hibridador seleccionar el máximo número de 
alineamientos correctos entre las secuencias del metagenoma y las sondas con respecto al 
número de malos apareamientos y longitud del alineamiento. 
2.3.3 Evaluación del tamaño de las sondas y el número de sondas 
por gen  
Para evaluar el efecto del tamaño de la sonda y el número de sondas por gen, se utilizaron 
las 3 sondas de cada gen de diferente longitud: 40pb, 60pb, 80pb, 100pb (diseñadas 
previamente) para hibridarlas contra las 10 librerías Lib1X, utilizando el hibridador in silico. 
De este proceso se obtuvieron los valores promedio de la abundancia de cada gen 
proporcionados por la mejor sonda, las 2 mejores sondas y las tres mejores sondas; para 
cada grupo de diferente longitud. 
 
Considerando la amplia magnitud de la información generada se aplicó un análisis de 
estadística multivariada para estudiar dicha información. A través de esta aproximación de 
estudio se condensó la información resultante de la hibridación para cada condición de 
tamaño de sonda y número de sonda en vectores mutifactoriarles independientes (ver 
Anexo B). De igual manera la información real de la comunidad que representaba esta 
librería fue condensada en un vector al que se nombró INSET. Posteriormente estos 
vectores fueron graficados en un plano factorial bidimensional. 
 
Para generar y graficar dichos vectores se trabajó en ambiente R (http://www.r-afproject.org). 
Utilizando el paquete ade4 (Dray & Dufour 2007) se calculó la inercia de los factores propios 
y se retuvieron los ejes más informativos (4 más informativos) y con el paquete FactoClass 
(Pardo & del Campo 2007)  se representó la nube de puntos sobre el espacio definido por 
los mejores factores propios, adicionalmente se agregaron al gráfico las variables 
suplementarias categóricas como número de sondas, y longitud de las sondas. De aquí se 
identificaron los vectores más cercanos al vector INSET por ser aquellos que con mayor 
precisión describían la muestra problema.  
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2.3.4 Comparación del funcionamiento del Sistema de Hibridación 
in silico con respecto a la aproximación tradicional de 
asignación 
Tradicionalmente en la asignación de lecturas de secuenciamiento de alto rendimiento se 
usan las secuencias completas de los genes y no fragmentos de ellos. Por lo tanto se 
comparó la precisión de la asignación del sistema de Hibridación in silico con respecto a la 
forma tradicional. 
 
Para esto se utilizó el sistema de hibridación in silico, bajo los parámetros óptimos definidos 
en las secciones anteriores, para caracterizar la librería Lib1X. Por otro lado, se utilizaron los 
CDS de los genes que caracterizaban la comunidad simulada (algunos genes de ciclo del 
nitrógeno) como secuencias de entrada y la librería Lib1X como base de datos de BLAST. 
Los hits de BLAST resultantes fueron evaluados usando su puntaje normalizado de 
significancia del alineamiento – bitScore – y considerando como hit significante (hit en el que 
la lectura alineada es una secuencia homóloga a la secuencia de entrada) aquellos con 
bitScore mayor a 55 (Huson et al. 2007) y longitud de alineamiento igual a la longitud de la 
lectura (100nt). 
 
Los resultados de abundancia de los genes para la librería Lib1X proporcionados por estás 
dos estrategias fueron contrastados con los valores de abundancia esperados para cada gen 
a través de un calculo aritmético (substracción de las abundancias resultantes a las 
abundancias esperadas), determinando así la sobre o sub-estimación de estas dos 
estrategias. 
 
2.4 Prueba del sistema de Hibridación in silico con datos 
reales 
El sistema de hibridación in silico fue utilizado para describir los genes del proceso de 
desnitrificación del nitrógeno, en secuencias de una comunidad edáfica proveniente del 
suelo de una finca con cultivos de papa criolla (Solanum tuberosum grupo phrueja) en estado 
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de floración (70 a 90 días después de la siembra) localizada en el departamento de 
Cundinamarca (2600 m.s.n.m), municipio de Tenjo, finca llamada “Gabeno” 
 
El material genómico y transcriptómico obtenido de la muestra del suelo (protocolo adaptado 
de (Frias-Lopez et al. 2004)) fue secuenciado utilizando la plataforma illumina Solexa. Con 
113.373.558  y 79.658.088 secuencias para el metagenoma y metatranscriptoma, 
respectivamente, fueron procesadas utilizando las herramientas de Fastx Toolkit v 0.0.13. El 
pre-prosesamiento de las lecturas siguió el siguiente flujo de trabajo:  
 
1. Detectar Bases indeterminadas (N); se elimina el fragmento corriente arriba de la 
posición de la N, incluyendola.  
2. Restricción por calidad en Q-score (Phred Quality score) (Ewing, et al., 1998) de las 
bases para cada lectura. Se eliminó el fragmento corriente arriba de la posición de la 
base con Q-score menor a 20, incluyéndola. 
3. Eliminación de adaptadores (T7 y primer illumina paired-end), Barcodes y colas poli 
A/T en los extremos de las lecturas. 
4. Restricción por longitud. Se conservaron las lecturas con una longitud mínima de 21 
pb; dado que es la longitud mínima que tiene en cuenta el sistema de hibridación in 
silico. 
 
Estas librerías (metagenómica y metatranscriptomica) se formatearon como bases de datos 
BLAST usando la herramienta formatdb. Se utilizó  el sistema de Hibridación in silico para 
caracterizar el metagenóma y metatranscriptoma de la comunidad edáfica. 
 
 3. Resultados y Discusión 
3.1 Diseño de sondas. 
3.1.1 Elaboración de base de datos local para el diseño de 
sondas 
De acuerdo a la revisión bibliográfica realizada, se identificaron para el ciclo del nitrógeno 
5 procesos metabólicos fundamentales del ciclo: Fijación, Mineralización, Nitrificación, 
Desnitrificación y Asimilación. Para el ciclo del fosforo se destaca el proceso de 
Mineralización. A partir de estos se identificaron grupos enzimáticos capaces de 
caracterizar las comunidades del ecosistema edáfico bajo elementos moleculares que 
permitan establecer una diferenciación en cuanto a calidad del suelo; entendiéndose 
como calidad de suelo la capacidad del suelo para favorecer el crecimiento de un cultivo 
sin generar trastornos al medio ambiente (Kinyangi 2007). 
 
La información enzimática a rastrear sobre el ecosistema edáfico pretende identificar 
situaciones de estrés por aerobiósis de las comunidades edáficas e incluso revelar la 
existencia de comunidades facultativas. Con las enzimas seleccionadas se logrará crear 
un perfil de estado del ecosistema edáfico de los actores (poblaciones microbianas) y 
características moleculares de estos en función del reciclaje de dos de los elementos 
más importantes para la nutrición vegetal y por ende, de alta importancia desde el punto 
de vista agrícola. 
 
Para el ciclo del nitrógeno se seleccionaron 45 familias enzimáticas involucradas en 39 
reacciones claves que se distinguen para los 5 procesos característicos del ciclo, a 
demás se destacan los genes de ciertas isoenzimas los cuales describen comunidades 
microbianas y roles fisiológicos diferenciales (Tabla 3-1). El ciclo del fosforo cuenta con 
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18 familias enzimáticas involucradas en 34 reacciones claves para describir el proceso 
de mineralización del fósforo (Tabla 3-2). 
 
Tabla 3-1: Reacciones (41), enzimas y genes claves de los 5 procesos fundamentales 
del ciclo del nitrógeno seleccionados para el estudio de la comunidad edáfica.  
 
 
 
Tabla 3-2: Enzimas y reacciones claves del proceso de mineralización del fósforo 
seleccionados para el estudio de la comunidad edáfica. 
 
Ciclo Enzima Identificador EC Id. Reaccion KEGG 
Fósforo 
Bifosfatasa 
3.1.3.11 R00762; R04780; R01516; 
R03298; R03423; R03537; 
R03538; R03929; R05135 
3.1.3.13 
3.1.3.37 
3.1.4.16 
Inositol 
fosfatasa 
3.1.3.25 
R01186; R01187; R07343; 
R07343; R03371; R03435; 
R03372; R07583 
3.1.3.8 
3.1.3.26 
3.1.3.41 
Monofosfatasa 
3.1.3.10 
R00304; R00804; R00805; 
R00947; R01334; R02029; 
R02541; R02778; R03013; 
R03024; R05548; R01845; 
R00626; R03024; R01010; 
R03979; R05421 
3.1.3.23 
3.1.3.24 
3.1.3.18 
3.1.3.27 
3.1.4.12 
3.1.3.15 
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3.1.3.1 
3.1.3.2 
3.1.8.1 
 
En la base de datos local SPH, se almacenaron 33.536 secuencias para el ciclo del 
nitrógeno distribuidas como se indica en la Tabla 3-3, y 13.883 secuencias para el ciclo 
del fosforo distribuidas como se indica en la Tabla 3-4.  
 
Tabla 3-3: Número de proteínas registradas para cada familia enzimática (número EC) 
clave del ciclo del nitrógeno y el respectivo porcentaje representado del total 
de proteínas de nitrógeno descargadas. Estos registros son de acuerdo a la 
actualización del 16 de Mayo de 2012  la base de datos Uniprot. 
 
Enzima (EC) No. secuencias 
%  representado 
en SPH-ciclo:N  Enzima (EC) 
No. 
secuencias 
%  representado 
en SPH-ciclo:N 
1.14.99.39 9621 28,7  3.5.1.3 5 0,01 
1.18.6.1 2188 6,5  3.5.1.30 3 0,01 
1.4.1.2 5 0,0  3.5.1.38 45 0,1 
1.4.1.3 3 0,0  3.5.1.4 1043 3,1 
1.4.1.4 22 0,1  3.5.1.44 946 2,8 
1.4.3.1 53 0,2  3.5.1.6 74 0,2 
1.4.3.16 1451 4,3  3.5.5.1 182 0,5 
1.4.3.19 246 0,7  3.5.5.2 2 0,0 
1.4.3.2 39 0,1  3.5.5.5 1 0,003 
1.4.3.3 53 0,2  3.5.5.7 178 0,5 
1.7.1.4 1463 4,4  4.3.1.17 2708 8,1 
1.7.2.1 365 1,1  4.3.1.18 66 0,2 
1.7.2.4 137 0,4  4.3.1.19 2416 7,2 
1.7.2.5 134 0,4  4.3.1.23 7 0,0 
1.7.7.1 200 0,6  4.3.1.24 2 0,0 
1.7.99.4 4232 12,6  4.3.1.3 1739 5,2 
3.5.1.1 1882 5,6  4.3.1.7 1229 3,7 
3.5.1.19 696 2,1  6.3.1.2 100 0,3 
 
 
Tabla 3-4: Número de proteínas registradas para cada familia enzimática (número EC) 
clave del ciclo del fósforo y el respectivo porcentaje representado del total de 
proteínas de fósforo descargadas. Estos registros son de acuerdo a la 
actualización del 16 de Mayo de 2012  la base de datos Uniprot. 
 
Enzima (EC) No. secuencias %  representado en SPH-ciclo:P 
3.1.3.11 3830 27,59 
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3.1.3.13 6 0,04 
3.1.3.37 51 0,37 
3.1.4.16 722 5,20 
3.1.3.25 1306 9,41 
3.1.3.8 112 0,81 
3.1.3.26 415 2,99 
3.1.3.41 137 0,99 
3.1.3.10 246 1,77 
3.1.3.23 469 3,38 
3.1.3.24 27 0,19 
3.1.3.18 1828 13,17 
3.1.3.27 1266 9,12 
3.1.4.12 171 1,23 
3.1.3.15 473 3,41 
3.1.3.1 1696 12,22 
3.1.3.2 1077 7,76 
3.1.8.1 51 0,37 
 
Al revisar la literatura sobre relaciones de homología en función de su nivel taxonómico 
de los genes que codifican las enzimas que este trabajo estudia, se encontraron 
desarrollos prácticos elaborados con sondas de microarreglos principalmente sobre 
mapeo de enzimas relevantes de los diferentes ciclos biogeoquímicos, tales como 
nitrógeno (Throbäck et al. 2004), azufre (Zverlov et al. 2005), fosforo entre otros 
(Achenbach et al. 2001; Case et al. 2007), estos estudios reportan que los genes 
funcionales poseen un comportamiento similar al que tiene el marcador molecular 
ribosomal 16S rDNA pero con mayor variabilidad en las secuencias. Se ha reportado que 
la variabilidad de la enzima amoA del proceso de nitrificación del nitrógeno va desde 66% 
hasta 100% de identidad (Rotthauwe et al. 1997). Sin embargo, los linajes más cercanos 
de estos genes funcionales se forman con una similitud de entre 80% a 85% de identidad 
(Rotthauwe et al. 1997; Friedrich 2002; Throbäck et al. 2004; Zverlov et al. 2005; 
Hendrickx et al. 2006). No obstante, esta información es ambigua y de poco uso para 
definir niveles taxonómicos claros, por lo que el análisis de variabilidad desarrollado en 
este trabajo comprendió una pieza clave y punto de partida para la parametrización de 
todo el sistema. 
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" Cálculo de la variabilidad de genes funcionales de N y P.  
Para las enzimas de la base de datos SPH que registraban mas de 5 CDS para cada 
nivel taxonómico se llevó a cabo el análisis de la tabla de distancias generada a partir de 
un alineamiento múltiple, determinando así la variabilidad de los genes funcionales de los 
ciclos de N y P. Como se observa en la tabla 3-5, el comportamiento de estos genes es 
similar al del marcador molecular ADNr 16S, para el cual las secuencias de una misma 
especia se agrupan a un porcentaje de identidad del 100% hasta del 97%, >95% de 
identidad para aquellas provenientes de organismos del mismo género, con identidad 
>85% las que provienen de la individuos de la misma familia y las secuencias que estén 
entre el 70 - 60% de identidad se asignan al mismo orden (Woese 1987; Stackebrandt et 
al. 1997; Stackebrandt & Goebel 1994; Hugenholtz et al. 1998; Everett et al. 1999; 
Schloss & Handelsman 2006). Sin embargo, las secuencias de estos genes funcionales 
se agrupan a distancias de similitud mayores, lo que implica mayor variabilidad en 
comparación al gen 16S. 
 
Tabla 3-5: Similitud entre secuencias de genes que caracterizan los grupos enzimáticos 
seleccionados. Los datos muestran los valores de la media y su error 
estándar (±ErStd). N.A. significa que no hubo información suficiente para 
realizar los cálculos. 
 
   
Jerarquía Filogenética (% de similitud 
entre secuencias) 
   Ciclo No. EC Gen Especie Genero Familia 
Nitrógeno 
1.14.99.39 amoA 0,98 ± 0,01 0,82 ± 0,01 0,78 ± 0,03 
1.18.6.1 
nifD 0,95 ± 0,01 0,87 ± 0,01 0,82 ± 0,01 
nifK 0,91 ± 0,01 0,76 ± 0,01 0,73 ± 0,01 
nifH 0,92 ± 0,02 0,86 ± 0,01 0,83 ± 0,01 
1.7.2.1 nirK 0,91 ± 0,01 0,82 ± 0,01 0,72 ± 0,01 nirS 0,93 ± 0,03 0,75 ± 0,02 0,66 ± 0,01 
1.7.99.4 
napA 0,96 ± 0,01 0,87 ± 0,01 0,76 ± 0,01 
narG 0,93 ± 0,01 0,83 ± 0,02 0,79 ± 0,03 
narH 0,90 ± 0,02 0,80 ± 0,01 0,71 ± 0,02 
narI 0,92 ± 0,03 0,73 ± 0,03 0,66 ± 0,05 
narZ 0,98 ± 0,02 0,90 ± 0,01 N.A. 
narY 0,98 ± 0,01 0,81 ± 0,01 0,81 ± 0,01 
1.7.1.4 nasB 0,95 ± 0,01 0,83 ± 0,02 0,72 ± 0,01 
1.7.7.1 nasA 0,92 ± 0,01 0,84 ± 0,01 0,69 ± 0,05 
1.7.2.5 norB 0,94 ± 0,01 0,82 ± 0,02 0,70 ± 0,03 norC 0,93 ± 0,01 N.A. N.A. 
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6.3.1.2 glnA 0,98 ± 0,01 0,84 ± 0,01 0,73 ± 0,03 
Fósforo 
3.1.3.11 fbp 0,95 ± 0,01 0,81 ± 0,02 0,76 ± 0,01 
3.1.3.8 phy 0,95 ± 0,01 0,87 ± 0,01 N.A. 
3.1.3.15 hisB 0,90 ± 0,02 0,75 ± 0,02 0,70 ± 0,02 hisJ 0,95 ± 0,01 0,79 ± 0,02 N.A. 
3.1.3.18 cbbZ 0,92 ± 0,01 0,82 ± 0,02 0,64 ± 0,02 
      
 
Con base en esta información tenemos que las sepas de una misma especie se 
agruparon a un porcentaje de identidad promedio del 94%, las especies de un mismo 
género se agrupan con un porcentaje de identidad promedio de 82% y los géneros de 
una misma familia se agrupan a un porcentaje de identidad promedio de 73%. No 
obstante, los genes narY, narZ, glnA y amoA  tienen un alto grado de similaridad a nivel 
de especie (≥ a 98%) lo que puede sugerir que podrían ser considerados como 
marcadores moleculares a nivel de especia como ya ha sido confirmado para  amoA 
(Rotthauwe et al. 1997; Sintes et al. 2012; Pester et al. 2012), aunque dada su alta 
variabilidad a niveles taxonómicos de género y familia, estos genes no pueden ser vistos 
como marcadores moleculares a estos niveles taxonómicos.. 
 
Después de almacenar los datos de las enzimas  en la base de datos local SPH se 
generó un archivo multi-fasta con las secuencias de las enzimas previamente definidas. 
Para el diseño de sondas se utilizó un archivo multi-fasta inicial que contó con 47.419 
secuencias nucleotídicas que representan 63 familias enzimáticas y 73 reacciones para 
describir los procesos de los ciclos del nitrógeno y el fósforo que se llevan a cabo en los 
suelos por las comunidades microbianas. 
 
3.1.2 Selección de parámetros para el diseño de sondas 
De la concepción generalizada de oligonucleótidos, la definición de sonda puede verse 
como un asunto que involucra una secuencia de letras de una palabra con ciertas 
características, de manera que una secuencia ! de ADN, de longitud !, sea definida 
como una sucesión lineal de ! símbolos de un alfabeto finito !, de longitud ! (Reinert et 
al. 2000; Vinga & Almeida 2003). En este caso el alfabeto contiene 4 símbolos (A, T, G, 
C). Ahora una sonda o huella genética para un gen determinado (blanco) !!, tiene 
sentido si es evaluada a través de alineamientos con respecto a unas secuencias de 
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referencia (base de datos) ! = {!!,!!,… ,!!,… ,!!}, que contiene ! secuencias, de 
manera que la sonda !! del gen !! se definirá como cualquier sub-secuencia de !! que 
tenga un alineamiento óptimo con !! y con ninguna otra secuencia !! !∈ !.  
 
De acuerdo a la definición anterior y con base el la revisión de bibliografía se identificaron 
los siguientes parámetros para el diseño de las sondas: 
 
1. Longitud de la sonda (!): Esta característica de las sondas está relacionada con 
su especificidad, se ha demostrado que el carácter único de las sondas es 
dependiente de su longitud, tanto para secuencias aleatorias (Reinert et al. 2000) 
como para transcriptomas y genomas reales (Nielsen et al. 2003; Chou et al. 
2004), por lo tanto  existe una relación proporcional entre la longitud de la sonda y 
su especificidad.  
 
2. Número de sondas (!): Para el rastreo de un gen por medio de sondas es 
necesario que las sondas sean específicas para gen, no obstante, para poder 
cuantificar su presencia es necesario que el sistema sea sensible a su detección, 
y una forma de aumentar la sensibilidad es rastrear el gen con más de una sonda. 
Existe evidencia que en experimentos de microarreglos hay una relación 
inversamente proporcional entre la longitud de las sondas y el número de sondas 
por gen, demostrándose que para sondas largas (>60pb) una sonda es suficiente 
para tener la sensibilidad necesaria (Chou et al. 2004), sin embargo, no hay 
evidencia para experimentos in silico. 
 
3. Sobrelapamiento: Este parámetro hace referencia al número de nucleótidos 
comunes permitidos entre sondas continuas. Este parámetro es necesario para 
evitar el diseño de sondas que reconozcan la misma región puesto que es posible 
que una lectura puede ser contada dos veces por 2 sondas diferentes (Hughes et 
al. 2001; Nielsen et al. 2003; Chou et al. 2004) lo que introduce errores de conteo. 
 
4. Especificidad de la sonda: De acuerdo a la definición previa, la especificidad es 
una propiedad de los oligonucleótidos que las hace ser sonda. La especificidad es 
la característica principal que evita que las sondas tengan hibridación cruzada, es 
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decir que se hibriden con secuencias que no son su blanco. Sí la especificidad de 
las sondas por su gen blanco no es la óptima, es posible generar falsos positivos 
debido a hibridación cruzada a secuencias pertenecientes a familias génicas, de 
acuerdo a la literatura para sondas largas (50 – 100nt) pueden hibridarse 
inespecíficamente secuencias con porcentaje de identidad de hasta el 75% (Kane 
et al. 2000; Hughes et al. 2001), no obstante, los datos en la literatura indican que 
el incremento en la longitud de las sondas proporcionan una significante mejoría 
de la sensibilidad en la detección en comparación con sondas de corta longitud 
(25 – 30nt), pero no también ha sido reportado que la identidad de las sondas 
cuenta, ya que secuencias inespecíficas pueden hibridarse inespecíficamente a 
regiones de sondas largas proporcionando errores en el rastreo de los genes 
(Hughes et al. 2001; Chou et al. 2004), por lo tanto este es uno de los parámetros 
fundamentales en el diseño de sondas, el cual verifica la mejor región del gen 
para llevar a cabo el diseño de estas.  
 
 
La bibliografía consultada destaca otros parámetros para el diseño de sondas como 
contenido de GC, fragmento mínimo de apareamientos consecutivos y formación de 
alineamientos entre sondas (dimeros de sondas o primers) (Abd-Elsalam 2003; 
Wernersson & Nielsen 2005), sin embargo, todos estos criterios tienen que ver con 
propiedades y eventos físico-químicos que suceden a nivel experimental al hacer las 
reacciones de hibridación en el laboratorio, y dado que nuestros experimentos se 
realizarán en computador (in silico) los anteriores parámetros no fueron considerados en 
el diseño de las sondas para este trabajo. 
 
3.1.3 Implementación del sistema creador de sondas (CrSo) 
Para diseñar las sondas se implemento el flujo de trabajo presentado en la Figura 3-1, 
éste consta de  2 etapas como se describen a continuación: 
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Figura 3-1. Esquema del flujo de trabajo del Creador de Sondas (CrSo). Las secuencias 
de la base de datos SPH pasan por un procesamiento llevado a cabo por 
fileDeb.py para reducir la redundancia, luego el archivo de genes (procesado) 
es utilizado por CrSo.py para diseñar las sondas, generando al final un 
archivo multifasta con las sondas para cada secuencia introducida.   
 
CrSo.py
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Archivo de genes
Alineamiento múltiple
Archivo secuencias 
consenso
Tomar una secuencia
Agrupamiento
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(Env_Pro_Fun) Asignación de puntaje de especificidad posicional
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Calculo de puntaje de 
especificidad para cada 
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sondas con algún valor 
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Archivo de 
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Extracción secuencias 
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Si
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Etapa 1: Procesamiento de secuencias de entrada 
" Selección de secuencias representativas de la base de datos SPH 
Las secuencias de ADN de las enzimas de los ciclos del N y  P contenidas en la base de 
datos SPH provienen de la información contenida en la bases de datos internacional 
EMBL-GENBANK-DDBJ. Estas secuencias corresponden a los diferentes genes de las 
enzimas seleccionadas de los ciclos de N y P, la mayoría de ellos evolutivamente 
conservados en los diversos niveles taxonómicos de los microorganismos. Por tratarse 
de genes homólogos secuenciados a partir de diferentes organismos, las secuencias a 
nivel de especie y genero tienen una identidad que está alrededor de 92% a nivel de 
especie y de 85% a nivel de genero (tabla 3-5), por lo que cuando se diseña una sonda 
para cada una de estas secuencias, estas pueden tener una alta identidad entre si, la 
cual puede llegar al 100% en la mayoría de las secuencias del mismo gen a nivel de 
genero,  generando por tanto sondas redundantes que causarían errores de mapeo de 
los genes en las etapas posteriores, efecto que debe ser eliminado. 
 
Para lidiar con esta situación fue necesario reducir la redundancia de las secuencias, 
escogiendo una secuencia consenso que represente a todas las secuencias similares de 
un gen determinado.  
 
Como se puede ver el figura 3-1, fileDeb.py realiza 5 pasos para la obtención de las 
secuencias consenso, integra el algoritmo Uclust de la herramienta Usearch. Se prefiere 
dicho algoritmo por que al igual que CD-Hit ha sido desarrollado para agrupar secuencias 
utilizando archivos con millones de secuencias, con la ventaja de que es cientos de 
veces más rápido que los métodos basados en BLAST (W Li & Godzik 2006; Edgar 
2010) y un orden de magnitud más que CD-Hit (Edgar 2010).  
 
A continuación se describen los pasos implementados en el script fileDeb.py:  
 
1. Lectura del archivo de secuencias en formato fasta por Uclust. 
2. Alineamiento múltiple. Uclust implementa el algoritmo Muscle para este paso. 
3. Agrupamiento de las secuencias a un porcentaje de identidad mínimo de 85%, 
calculado previamente (tabla 3-5) 
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4. Extracción de consensos. 
5. Uclust almacena en el servidor las secuencias consenso en un archivo en formato 
fasta. 
 
En la figura 3-2 se muestran los requerimientos, formas de ejecución y diferentes 
opciones que pueden ser ejecutadas por el script fileDeb.py.  
 
Para la ejecución de este script es necesario introducir el nombre del archivo de entrada, 
salida y el porcentaje de identidad mínimo al cual se realizará el agrupamiento de 
secuencias. Este script produce 2 archivos de salida, uno en formato fasta con las 
secuencias consenso y otro con la información de los agrupamientos (.info) en el cual se 
detalla la composición de cada grupo. El script se encuentra alojado en el servidor del 
grupo de bioinformática del instituto de biotecnología de la Universidad Nacional de 
Colombia, ubicado en la dirección IP: 168.176.54.30. 
 
Figura 3-2. Interfaz de paso de comandos con mensajes de ayuda y uso de fileDeb.py. 
Se aprecian los parámetros de entrada y su forma de uso. 
 
 
A través de fileDeb.py se procesaron 47.419 secuencias de los genes concernientes a 
los ciclos del N y el P contenidos en la base de datos SPH. De las secuencias de los 
genes agrupados a un porcentaje de identidad del 85% se obtuvo un total de 13.810 
secuencias consenso (tabla 3-6). 
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En este proceso se consiguió una reducción del 70,8% del número de secuencias de 
entrada. Por lo tanto para el diseño de sondas se contó con  13.810 secuencias 
consenso que representaron los grupos funcional y taxonómico de cada enzima,.  
 
Tabla 3-6: Resultados de selección de secuencias representativas de los genes del ciclo 
de N y P almacenados en la base de datos SPH. 
 
Secuencias de Entrada: 47419 
Grupos: 13810 
Tamaño promedio de los grupos: 2,7 sec 
% ID. Promedio por grupo: 92,9% 
% ID. Mínimo: 85% 
 
 
Etapa 2: Diseño de sondas por CrSo.py 
A continuación se describe el proceso de creación de sondas llevado a cabo por CrSo.py 
(Figura 3-1 rojo), como se expuso en la metodología, este script ejecuta 2 funciones: 
 
1. getScore: Lleva a cabo la tipificación del gen, a partir del cual, calcula la 
especificidad de cada una de las sondas posibles (Figura 3-1 verde) y 
2. getProbes: Con base en el puntaje de especificidad extrae las mejores sondas y 
realiza un proceso de eliminación de sondas redundantes. 
 
" Cálculo de especificidad de las sondas por getScore 
La función getScore del script CrSo.py (Figura 3-1) utiliza el algoritmo de comparación 
BLAST (Altschul et al. 1990), el cual proporciona información de alineamientos locales 
que permiten calcular el puntaje de inespecificidad para cada nucleótido de las 
secuencias de entrada a CrSo.py. 
 
La función getScore mencionada en el párrafo anterior involucra 5 pasos para su 
ejecución, a saber: 
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1. Lectura del archivo multifasta de las secuencias consenso generadas por 
fileDeb.py 
2. Alineamiento de cada secuencia con la base de datos de referencia usando el 
programa blastn. De acuerdo a la definición de sonda previamente expuesta, la 
base de datos de referencia ! contiene las secuencias codificantes de 
organismos procariotes, ambientales y fungicas provenientes de la bases de 
datos de referencia internacional EMBL-GENBANK-DDBJ (Benson et al. 2009), 
dado que los genes de los ciclos del N y P a mapear pertenecen a dichos 
organismos. 
3. Cálculo del puntaje de inespecificidad de cada posición de las secuencias de 
entrada. Para esto se utilizaron los hits de BLAST que obtengan una longitud de 
alineamiento menor al 85% de la longitud del gen y mayores a 21pb. Los hits con 
longitud mayor al 85% del gen son omitidos por ser considerados alineamientos 
con el mismo gen o con homólogos cercanos de acuerdo al análisis de 
variabilidad génica de la sección anterior (tabla 3-5). Se utilizo como límite inferior 
21pb dado que se ha demostrado que alineamientos con longitudes inferiores no 
influyen en la especificidad de sondas de microarreglos o primers de PCR 
(Wernersson & Nielsen 2005; Nielsen et al. 2003; Liang et al. 2010; Kane et al. 
2000) por que aunque son fuente de hibridación inespecífica, en nuestro caso 
esta es minimizada, al no considerarse en la etapa de hibridación in silico.  
4. Generación de todas las posibles sondas de cada gen, entendiéndose por esto, 
todas las posibles ! − !"#$%& consecutivas, donde ! es igual a la longitud de la 
sonda. 
5. Cálculo del puntaje de especificidad para cada sonda como se describe en la 
metodología. 
 
Es importante mencionar que el proceso de hibridación in silico está basado en identidad 
de secuencias y que no es influenciado por propiedades físico-químicas de ellas, como si 
ocurre en el diseño de sondas para microarreglos y primers. En consecuencia la 
medición de especificidad de las sondas implementada en la función getScore, como se 
evidencia en el párrafo anterior, fue realizada calculando la inespecificidad de cada 
posición de la secuencia de entrada al CrSo.py basándose en los alineamientos 
inespecíficos de su secuencia con secuencias de la base de datos de referencia que 
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contiene secuencias conocidas de la mayor parte de los microorganismos procariotas y 
muestras ambientales por lo que se puede evaluar que regiones de un gen son 
compartidas con otros haciéndolas inespecíficas. 
 
Por otra parte, es importante tener en cuenta que por definición (sección 3.1.2) la 
especificidad de las sondas depende del tamaño y composición de la base de datos de 
referencia, es decir, sí nuevos genes son incorporados a la base de datos de referencia, 
estos pueden influir sobre el puntaje de inespecificidad de las secuencias, a partir de las 
cuales se diseñan las sondas, y si esto ocurre habrá que recalcular el puntaje de 
especificidad de las sondas.   
 
" Selección de sondas por getProbes 
La función getProbes (Figura 3-1 naranja) selecciona las mejores sondas de cada 
secuencia de entrada a CrSo.py y elimina las sondas redundantes. Para llevar a cabo 
dicho proceso se ejecutan 7 pasos, a saber: 
 
1. Ordenamiento descendente de las sondas de acuerdo a su puntaje de 
especificidad, calculado por getScore. 
2. Escogencia de las mejores sondas. 
3. Creación de un archivo temporal con todas las sondas candidatas para cada 
secuencia que entro a CrSo.py 
4. Alineamiento múltiple de las secuencias usando el algoritmo Muscle, 
implementado por Uclust. 
5. Agrupamiento de las sondas. Este proceso se realizó a un porcentaje de identidad 
mínimo del 85% para determinar que sondas son específicas de un gen a un nivel 
taxonómico de genero de acuerdo al análisis de la variabilidad de las enzimas a 
rastrear (Tabla 3-5).  
6. Extracción de sondas únicas. Con el propósito de evitar redundancia de sondas 
debido a relaciones de homología entre las secuencias de entrada que no haya 
sido filtrada por fileDeb.py, getProbes implementa un filtro de agrupamiento en el 
que se seleccionan sondas únicas asegurando la especificidad de las mismas. Á 
demás experimentalmente se observó que en este proceso es posible perder un 
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pequeño número de sondas de genes para los diferentes tamaños de sondas 
equivalente al 0,5%±, porcentaje que se considero no afecta el cubrimiento 
en cuanto a genes y sus funciones a rastrear dentro de los metagenomas a 
analizar y hacen mas complejo el procesamiento de los datos.  
7.  Uclust almacena las sondas seleccionadas en el servidor en un archivo en 
formato fasta. 
 
En la figura 3-3 se muestran los requerimientos, forma de ejecución y las diferentes 
opciones que pueden ser ejecutadas por el El script CrSo.py.  
 
Para la ejecución de este script es necesario introducir el nombre del archivo de entrada 
y la base de datos de referencia. Este script produce 2 archivos de salida, uno en formato 
fasta con las secuencias de las sondas y otro con la información de los agrupamientos 
(.info) de las mismas, en el cual se detalla la composición de cada grupo. El script se 
encuentra alojado en el servidor del grupo de bioinformática del instituto de biotecnología 
de la Universidad Nacional de Colombia, ubicado en la dirección IP: 168.176.54.30. 
 
Utilizando CrSo.py bajo las condiciones de especificidad mencionadas anteriormente, se 
diseñaron las sondas que se utilizaron etapas posteriores del presente para este trabajo. 
Como se mencionó en la metodología se diseñaron sondas de 5 longitudes diferentes 
para evaluar el efecto de la longitud sobre la caracterización de una comunidad edáfica 
simulada. Además, estas sondas son utilizadas mas adelante para evaluar el número de 
sondas que mejor caracterizan la comunidad edáfica simulada. 
 
Se introdujeron a CrSo.py las 13.810 secuencias consenso de los genes de los ciclos del 
N y P producidas por fileDeb.py. A cada secuencia consenso introducida a CrSo.py se le 
diseñaron 3 sondas para cada longitud: 25pb, 40pb, 60pb, 80pb y 100pb, generando un 
total de 41.430 sondas para cada longitud.   
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Figura 3-3. Interfaz de paso de comandos de CrSo.py. Se aprecian los parámetros de 
entrada y su forma de uso. 
 
 
 
 
3.2 Implementación del Hibridador in silico (HISS) 
Para el proceso de hibridación se desarrolló un flujo de trabajo al que se llamo Hibridador 
in silico (HISS) (Figura 3-4). Este flujo de trabajo cuenta con 2 etapas para identificar los 
blancos de cada sonda, a saber: 1) Comparación (Figura 3-4 azul). 2) Selección (Figura 
3-4 rojo). 
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Figura 3-4. Esquema del flujo de trabajo del Hibridador in silico (HISS). Las sondas son 
alineadas con las secuencias de la comunidad y aquellas lecturas que 
cumplan los criterios de especificidad del selector serán asignados al gen que 
representa cada sonda. Se genera al final un archivo tabular con el número 
de lecturas asignadas a cada sonda.   
 
  
 
" Etapa 1: Comparación 
Esta etapa ejecuta el programa Blastn de la herramienta BLAST para comparar cada 
sonda con las secuencias de la comunidad edáfica en estudio. BLAST fue seleccionado 
Comparación
Selección
Archivo de sondas
Tomar sonda
Alinear Sonda con secuencias 
blanco (BLAST)
B.D. BLAST de secuencias 
(Secuenciamiento de alto 
rendimiento)
Resultados 
BLAST
Tomar resultado (hit)
Evaluar Longitud de alineamiento 
y porcentaje de identidad
Seleccionar hit? Contar hit
Último hit?
Última sonda?
Tabla de conteos
No
No
Si
Si
No
Si
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por estar entre los mejores métodos de comparación, por su facilidad en la 
implementación, riqueza de la información que proporciona y su amplio uso en 
herramientas de clasificación (binning) taxonómica y funcional de secuencias de ADN 
(Huson et al. 2007; Andersson et al. 2008; Gerlach et al. 2009; Ghosh et al. 2010; Haque 
et al. 2009) 
 
El flujo de trabajo que presenta HISS, compara fragmentos específicos de secuencias 
conocidas llamados sondas, creadas por CrSo.py (sección anterior), con las secuencias 
del metagenoma o metatranscriptoma de la comunidad microbiana en estudio, con lo que 
se puede establecer la posible presencia del gen representado por las sondas. En 
cambio, el flujo de trabajo tradicional, compara cada una de las secuencias producto de 
secuenciamiento de alto rendimiento utilizando la herramienta BLAST, con secuencias 
conocidas consignadas en bases de datos internacionales de referencia como GenBank 
o Uniprot  (Huson et al. 2007; Andersson et al. 2008; Gerlach et al. 2009; Ghosh et al. 
2010; Haque et al. 2009). Esto hace que los dos procedimientos sean diferentes. Por un 
lado, nuestra propuesta HISS: 
 
a) Trabaja con sondas específicas que representan genes diferenciales de procesos 
metabólicos determinados provenientes de las bases de datos internacionales. 
 
b) HISS utiliza la herramienta BLAST que compara una secuencia con una base de 
datos de secuencias. En este trabajo se cuenta con dos conjuntos de datos, 
sondas y secuencias producto de secuenciamiento de alto rendimiento, cuyo 
número de secuencias se encuentran en el orden de miles y millones 
respectivamente. Si se utilizan las secuencias producto del secuenciamiento de 
alto rendimiento como base de datos de comparación de la herramienta BLAST, 
entonces, ésta hará tantas comparaciones cuantas sondas hayan, es decir, un 
número de comparaciones del orden de miles. De esta manera el proceso de 
comparación de HISS ofrece una enorme ventaja por la reducción del tiempo de 
procesamiento al realizar miles de comparaciones que dependen del número de 
sondas a mapear, a diferencia del flujo tradicional, el cual realiza millones de 
comparaciones que dependen del número de secuencias producidas por 
secuenciamiento de alto rendimiento a mapear comparando con millones de 
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datos de las bases de datos internacionales como Uniprot o EMBL-GENBANK-
DDBJ. 
 
Para leer los resultados de blast, HISS incorporó la librería BioBlast de biopython, y se 
almacenó temporalmente la información relevante de los alineamientos en el servidor. La 
información relevante de los alineamientos consta de:  
 1. Longitud de alineamiento. La cual determina si una hibridación entre sonda y su 
afín en la base de datos es significativa y por ende la presencia o no del gen.!2. Número de bases idénticas entre las dos secuencias. Este valor, junto con la 
longitud de alineamiento permite calcular el porcentaje de identidad del 
alineamiento entre las sondas y las secuencias de secuenciamiento de alto 
rendimiento.!3. Identificador del “subject” y el “query”. Lleva el nombre de identificación de la 
sonda y la secuencia a la cual se hibridó, lo cual permite llevar el conteo y registro 
de las secuencias de secuenciamiento de alto rendimiento hibridadas y los genes 
que representan las sondas.!
 
" Etapa 2: Selección 
Para seleccionar los resultados del proceso de comparación, se tuvieron en cuenta dos 
criterios: 
a) Longitud mínima del alineamiento.             
b) Relación entre el porcentaje de identidad y la longitud del alineamiento.  
 
En los resultados del proceso de comparación se encontraron cuatro tipos de 
alineamientos: alineamientos sin malos apareamientos, con malos apareamientos 
flanqueantes, con malos apareamientos internos y con malos apareamientos aleatorios 
como se esquematizan en la Figura 3-5. Dichos malos apareamientos ocurren por 
variabilidad propia de cada gen o por sesgos introducidos en las metodologías 
experimentales y de secuenciamiento. Se tiene evidencia que para librerías 
transcriptómicas los malos apareamientos en las 13 primeras posiciones de las 
secuencias son comunes (Marioni et al. 2008; Mortazavi et al. 2008; Bullard et al. 2010), 
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comportamiento que puede deberse a sesgos por procesos de amplificación (Frias-Lopez 
et al. 2004) que tienen que ver con la muestra antes de secuenciarla (Hansen et al. 
2010). Su importancia e influencia sobre los criterios de selección de HISS serán 
analizadas y discutidas en la sección 3.3. 
 
Figura 3-5: Tipos de Alineamientos resultantes al utilizar HISS.  
 
   A C G G T C A G T G C A A G T T … BLANCO         
   | | | | | | | | | | | | | | |       SIN ERRORES  
… T C A C G G T C A G T G C A A G T   SONDA         
                                
   A C G G T C A G T G C A A G T T … BLANCO ERRORES FLANQEANTES    | X X | | | | | | | | | X X |       
… T C A A A G T C A G T G C A C A T   SONDA         
                                
   A C G G T C A G T G C A A G T T … BLANCO ERRORES INTERNOS     | | | | | | X X | | | | | | |        
… T C A C G G T C G T T G C A A G T   SONDA         
                                
   A C G G T C A G T G C A A G T T … BLANCO ERRORES ALEATORIOS     | X | | | | | X X | | | | X |        
… T C A A G G T C A A G G C A A T T   SONDA         
 
 
3.3 Evaluación de los parámetros del sistema de 
Hibridación in silico. 
Para que los criterios de selección de HISS a) longitud mínima de alineamiento y b) 
relación entre el porcentaje de identidad y la longitud del alineamiento; arrojen resultados 
satisfactorios, es necesario que éstos sean evaluados y ajustados apropiadamente, 
razón por la que se diseñaron y simularon librerías de secuencias de comunidades 
microbianas, las cuales sirvieron como base de referencia en la comparación con las 
sondas diseñadas, permitiendo de esta manera el ajuste necesario de los parámetros 
mencionados en el proceso de hibridación in silico. 
3.3.1 Datos simulados 
Se simuló una comunidad compuesta por microorganismos característicos de los 
ecosistemas edáficos. Para determinar qué estructura ecológica y qué organismos 
deberían componer dicha comunidad simulada, se exploraron estudios metagenómicos 
realizados con el marcador 16S (Tringe et al. 2005; 2008; Park et al. 2008; Đokić et al. 
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2010), encontrando que estos ecosistemas edáficos tienen una diversidad, que en 
muchos casos excede los 3000 ribotipos, aunque se ha reportado que también existen 
comunidades edáficas menos diversas que oscila entre los 20 y los 150 ribotipos (Tringe 
et al. 2005). Para este trabajo se consideró la simulación de una comunidad edáfica que 
consta de 20 microorganismos, lo cual facilita la elaboración de las librerías 
metagenómicas desde el punto de vista computacional. Se escogieron 20 genomas 
bacterianos  representativos de comunidades edáficas (ver Tabla 3-7), que contienen  63 
secuencias génicas que corresponden a 10 genes claves del ciclo del nitrógeno. Con 
estos genomas cuyas secuencias fueron obtenidas de la base de datos Genbank del 
NCBI (Benson et al. 2009), se simuló una comunidad edáfica bacteriana que sirvió de 
referencia para evaluar las herramientas bioinformáticas desarrollas en la presente tesis.  
 
Tabla 3-7: Características de la comunidad de microorganismos a simular. Las cruces 
representan la presencia del gen en el genoma. 
 
 
 
Como se mencionó en la metodología, se utilizó la herramienta Grinder para diseñar las 
librerías metagenómicas simuladas y con el ánimo de tener datos que representen de 
manera fiel los datos reales de secuenciamiento, se simularon lecturas con finales 
pareados y una distribución de error polinomial definida de acuerdo a Korbel (Korbel et al. 
2009). Se generó la librerías Lib1X con cobertura de 1X, la cual posee una distribución 
de abundancia de individuos homogénea para los miembros de la comunidad (Tablas 3-
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8). La librería Lib 1X contó  con 1.005.262 lecturas que si bien no representan una librería 
metagenomica obtenida por secuenciación de alto rendimiento, si representan su 
estructura y cobertura.  
 
 
Tabla 3-8: Características de la librería simulada Lib1X. Muestra el número de acceso del 
NCBI y el nombre del organismo al que pertenece cada genoma. Y lecturas 
totales producidas para la librería, como la cobertura de cada genoma en la 
comunidad simulada. 
 
  
Cobertura 
Accesion Organismo Lib1X 
NC_008027 Pseudomonas entomophila L48 0,9 
NC_002516 Pseudomonas aeruginosa PAO1 0,8 
NC_008209 Roseobacter denitrificans OCh 114 1,2 
NC_008752 Acidovorax citrulli AAC00-1 0,9 
NC_008782 Acidovorax sp, JS42 1,1 
NC_009434 Pseudomonas stutzeri A1501 1,1 
NC_009439 Pseudomonas mendocina ymp 1,0 
NC_010501 Pseudomonas putida W619 0,9 
NC_010682 Ralstonia pickettii 12J 1,3 
NC_011750 Escherichia coli IAI39 1,0 
NC_011992 Acidovorax ebreus TPSY 1,3 
NC_000964 Bacillus subtilis subsp, subtilis str, 168 1,2 
NC_004578 Pseudomonas syringae pv, tomato str, DC3000 0,8 
NC_013854 Azospirillum sp, B510 1,5 
NC_015138 Acidovorax avenae subsp, avenae ATCC 19860 0,9 
NC_015379 Pseudomonas brassicacearum subsp, brassicacearum NFM421 0,7 
NC_015556 Pseudomonas fulva 12-X 1,0 
NC_015730 Roseobacter litoralis Och 149 1,1 
NC_004129 Pseudomonas fluorescens Pf-5 0,7 
NC_007406 Nitrobacter winogradskyi Nb-255 1,5 
Lecturas Totales: 1.005.262 
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3.3.2 Ajuste de parámetros de selección del proceso de 
hibridación 
Como se mencionó en la metodología se ejecutó el paso de comparación de HISS entre 
la mejor sonda (para cada longitud) con los datos simulados de la librería Lib1X utilizando 
los parámetros por defecto de BLAST.  
 
Los hits de BLAST resultantes del proceso de comparación, se agruparon en conjuntos 
de verdaderos positivos y posibles falsos positivos, los cuales fueron graficados en 
función de la longitud del alineamiento para las longitudes de sondas de 100, 80, 60, 
40pb; de la siguiente manera: 
 
A. Número de verdaderos positivos (ordenadas) – vs. – longitud de alineamiento 
(abscisas) (Figura 3-6 rombo azul). 
B. Número de posibles falsos positivos (ordenadas) – vs. – longitud de alineamiento 
(abscisas) (Figura 3-6 cuadrado rojo). 
C. Número de malos apareamientos del alineamiento de los hits verdaderos 
positivos (ordenadas) – vs. – longitud de alineamiento (abscisas) (Figura 3-6 
triangulo verde). 
 
En la figura 3-6 se observa que el comportamiento del número de posibles falsos 
positivos para cada sonda presenta una caída exponencial a medida que se incrementa 
la longitud de alineamiento (Figura 3-6 rojo) y a partir de una longitud de 35pb, el numero 
de verdaderos positivos será siempre mayor al número de posibles falsos positivos, esto 
ocurre para cualquier longitud de sonda (Figura 3-6 azul). Esto implica que es poco 
probable que hayan falsos positivos con longitud mayor a 35pb, por lo tanto, esta longitud 
de alineamiento se convierte en un límite inferior el cual define el criterio de selección de 
HISS “Longitud mínima de alineamiento”. De acuerdo a este límite inferior, HISS 
trabajará con sondas de una longitud mayor a 35pb, para la cual es posible la presencia 
de hasta un 40%± de posibles falsos positivos para sondas de longitud mayor a 60pb 
pero para las sondas de 40pb hay una reducción de hasta el 10% de posibles falsos 
positivos, lo cual se debe a que sobre una secuencia de mayor longitud existe un mayor 
número de regiones sobre las cuales se generen alineamientos inespecíficos.  
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Figura 3-6: Número de verdaderos positivos (A), posibles falsos negativos (B), número 
de malos apareamientos del alineamiento de los hits verdaderos positivos (C) 
– vs. – longitud de alineamiento de los hits, para sondas de 100, 80, 60 y 
40pb. Cada punto de la gráfica representa el valor promedio y la barra de 
error asociada su desviación estándar calculada sobre 10 replicas. 
 
 
 
 
 
 
Adicionalmente se observa que el número de malos apareamientos de los alineamientos 
correspondientes a resultados verdaderos positivos (Figura 3-6 verde) crece ligeramente 
en la medida que se incrementa la longitud del alineamiento. Esto implica la necesidad 
de establecer una relación entre número de malos apareamientos en los alineamientos y 
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la longitud de alineamiento, de manera que se determine el número máximo de malos 
apareamientos que es posible permitirse sin que el hit deje de ser considerado como un 
resultado verdadero. De esta manera de estableció como segundo criterio de selección 
de HISS,  la relación entre el porcentaje de identidad y la longitud del alineamiento. 
 
" Función de selección 
De la distribución del número de malos apareamientos en función de la longitud del 
alineamiento para las 4 longitudes de sondas, observadas en la figura 3-6, se evaluó la 
relación entre el número de malos apareamientos y la longitud del alineamiento ajustando 
el comportamiento de los datos bajo 3 posibles funciones: Lineal de la forma ! = !" + !; 
Polinomial, de la forma ! = !!! + ! y Logarítmica ! = ! ln ! + !. Donde “!” representa 
el número de malos apareamientos y “!” la longitud del alineamiento. Los parámetros de 
dichas funciones se determinaron mediante el método de ajuste de mínimos cuadrados, 
siendo !! mayor o igual a 0,95 para todos los modelos probados, lo implica que 
cualquiera de estas puede explicar casi en un 100% el comportamiento de los datos.  
 
a) ! = 0,2252! − 5,6849 con un !! = 0,95; para la función lineal. 
b) ! = 0,0019!! + 0,0045! − 0,6871 con un !! = 0,98; para la función polinomial. 
c) ! = 9,6413 ln ! − 30,483 con un !! = 0,95; para la función logarítmica.  
 
Una de las anteriores funciones será seleccionada como se puede ver mas adelante para 
el calculo del segundo criterio de selección de HISS, donde la función seleccionada le 
permite a HISS la selección de hits que contienen un número máximo de malos 
apareamientos con alta probabilidad de que se trate de un alineamiento verdadero con la 
secuencia de un gen presente en el metagenoma en estudio que participa de los ciclos 
biogeoquímicos de N y P. 
 
Para determinar cual de las funciones propuestas para la relación malos apareamientos 
vs. longitud del alineamiento, era capaz de recuperar la mayor cantidad de alineamientos 
verdaderos positivos, HISS llevó a cabo el proceso de selección con cada una de las 
funciones previamente determinadas.  
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Los alineamientos seleccionados por HISS fueron agrupados como verdaderos positivos 
y falsos positivos (Figura 3-7). El número de alineamientos asignados a  estos grupos se 
graficaron en función de la longitud de las sondas para cada una de las funciones de 
selección utilizadas, y se determinó si habían diferencias significativas en el porcentaje 
de verdaderos positivos seleccionados por HISS de acuerdo a las 3 funciones de 
selección.    
 
 
Figura 3-7: Número de hits verdaderos positivos y el porcentaje de falsos positivos 
arrojados por HISS de acuerdo a las 3 funciones de selección. 
 
     
 
 
En la figura 3-7 se observa que existe una relación proporcional entre el número de 
alineamientos seleccionados por HISS y la longitud de la sonda, independiente del tipo 
de función. Esto significa que una sonda de mayor longitud proporcionará mayor regiones 
de hibridación in silico, con un mayor número de malos apareamientos. Adicionalmente 
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se observa que el porcentaje de falsos positivos promedio de HISS es menor del 8% para 
cualquiera de las funciones a cualquier longitud de sonda y sin diferencias significativas 
(Tabla C-2 - AnexoC).  
 
A través de un análisis de varianza (Tabla C-3 AnexoC) utilizando el número de 
verdaderos positivos seleccionados por HISS para cada función de selección, se 
encontró que existían diferencias significativas entre las funciones para todos los 
tamaños de sonda excepto 60pb. Posteriormente una prueba T-Student (Tabla C-4 
AnexoC) mostró que la función logarítmica presentaba diferencias significativas, en el 
número de verdaderos positivos que HISS selecciona, para sondas de 100pb y 80pb 
frente a la función lineal y polinomial, aunque para las demás longitudes de sondas no se 
encontraron diferencias significativas (Tabla C-4 AnexoC).  
 
Adicionalmente, se definió la sensibilidad y especificidad de HISS de acuerdo a: 
 !"#$%&%'%()( = ! !"!" + !" + ! 
 !"#$%&'&%&()( = ! !"!" + !" 
 
Donde VP es el número de hits verdaderos positivos, FP es el número de hits falsos 
positivos y U es el número de alineamientos que no fueron asignados por HISS. 
 
En la figura 3-8 se representa la sensibilidad y especificidad de HISS, en la que se 
observa una sensibilidad promedio mayor del 85% cuando HISS utiliza la función 
logarítmica para cualquier longitud de sonda, mientras que para las otras funciones la 
sensibilidad promedio es menor a 80%. Se confirma estadísticamente a través de un 
análisis de varianza y prueba T-Student (Tablas C-5 y C-6 AnexoC) que existen 
diferencias significativas en la sensibilidad de HISS con respecto a la función de 
selección utilizada y que para todos los casos de longitud de sonda, la función 
logarítmica permite a HISS tener la mayor sensibilidad. En el caso de la especificidad de 
HISS, se observó que no existen diferencias significativas entre las 3 funciones (Tabla C-
7 AnexoC). Al observar en detalle, más del 90% de los falsos positivos resultantes del 
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proceso de selección de HISS poseen una longitud de alineamiento menor a 45pb, no 
obstante el valor de inespecificidad proporcionada por estos malos alineamientos es 
tolerante para nuestro caso. 
 
 
Figura 3-8: Sensibilidad y Especificidad de HISS de acuerdo a las 3 funciones de 
selección. 
 
 
 
 
Por lo tanto, de acuerdo a los resultados anteriores, se propuso la función de selección 
logarítmica ! = 9,6413 ln ! − 30,483 como criterio de selección de HISS.  
 
Estos resultados mostraron que la parametrización óptima para HISS debe tener como 
límite inferior una longitud de alineamiento de 35pb para sondas con longitud mayor de 
40pb y un relación malos apareamientos - longitud de alineamiento descrita por la función 
logarítmica: ! = 9,6413 ln ! − 30,483.  
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3.3.3 Evaluación del tamaño de las sondas y el número de 
sondas por gen 
Para evaluar el número de sondas por gen necesarias para detectarlo en una comunidad 
metagenómica cualquiera, se realizó el proceso de hibridación in silico primero, para una 
sonda por gen, luego dos sondas por gen y después tres sondas por gen con la librería 
simulada Lib1X. Los resultados obtenidos se condensaron en la tabla C-1 presentada en 
el anexo C y con base en esta tabla se realizó un análisis de componentes principales 
(ACP) como se describe en el anexo B, determinando el conjunto de puntos mostrados 
en la figura 3-9. 
 
Cada punto de la figura 3-9 representa el conjunto de variables que caracterizan la 
comunidad. Sí en el plano factorial, dos puntos están muy próximos significa que las 
variables que determinan la comunidad poseen valores similares o están ligados por una 
relación particular.  Por lo tanto, en la figura 3-8 se observa que el punto de referencia 
INSET el cual representa las características de la comunidad simulada, tiene como 
puntos próximos a él los puntos: 100(1), 80(1), 60(1), que representan a HISS trabajando 
con la mejor sonda (1) de longitudes 100, 80 y 60pb; condición que asegura que dichos 
puntos por su proximidad a INSET representan comunidades con características 
similares a la de referencia.  
 
Por otra parte, los puntos 40(1), 100(2), 100(3), 60(2), 40(2), 80(3), 60(3), 40(3) que 
tienen una posición muy alejada de la posición de INSET, representan comunidades con 
características diferentes a las de esta. 
 
De este modo los resultados muestran que la mejor forma de describir la población es 
utilizando una “la mejor sonda”, ya sea de longitud de 100pb, 80pb o 60pb, sin existir 
evidencia suficiente para afirmar que una u otra de las 3 longitudes sea mejor (Figura 3-
9). Una de las razones por las cuales mapear con varias sondas genera diferencias en 
los resultados de cuantificación de los genes es por que las sondas poseen diferentes 
grados de especificidad por lo tanto entre menos especificidad mayor error de 
asignación.  
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Figura 3-9: Plano factorial generado por el ACP: (1) Rojo  representa los resultados de 
HISS utilizando 1 sonada por gen para cada longitud de sonda (100pb, 80pb, 
60pb, 40pb). (2) Verde representa los resultados de HISS utilizando 2 sondas 
por gen para cada longitud de sonda. (3) Azul representa los resultados de 
HISS utilizando 3 sonada por gen para cada longitud de sonda. El punto 
INSET representa las características de la comunidad metagenómica 
simulada. 
 
 
 
3.3.4 Comparación del funcionamiento del Sistema de 
Hibridación in silico con respecto a la aproximación 
tradicional de asignación 
Para determinar que tan preciso es el sistema de Hibridación in silico en la 
caracterización de comunidades metagenómicas, es necesario comparar su exactitud 
con el sistema de caracterización estándar y los valores de referencia que describen la 
comunidad metagenómica simulada. 
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En el sistema estándar, la caracterización se lleva a cabo a través de la comparación de 
las secuencias del metagenoma, con una base de datos de genes de referencia, 
utilizando el algoritmo BLAST.  
 
En el sistema de Hibridación in silico, la caracterización se lleva a cabo a través de la 
comparación de sondas generadas a partir de genes de interés, con la base de datos 
generada de las secuencias del metagenoma, utilizando el algoritmo BLAST. 
 
Los resultados de caracterización de los dos sistemas se contrastan con los valores de 
referencia en la figura 3-10.  
 
La figura 3-10 registra en el eje de las ordenadas el número de genes rastreados en la 
comunidad simulada y en el eje de las abscisas nombre del gen a rastrear. Las barras 
azules corresponden al numero de genes rastreados por el sistema estándar, las barras 
rojas corresponden al número de genes rastreados por el sistema de Hibridación in silico 
y las barras de color cian representa el número de genes existentes en la comunidad, los 
cuales sirven de referencia. 
 
En la figura 3-10, se observa que para todos los casos, el número de genes reportado 
por el sistema de Hibridación in silico (barra roja) es muy cercano al número de 
referencia (barra cian), en cambio el número de genes del sistema estándar (barra azul) 
muestra enorme diferencia con respecto a los valores de referencia. Cabe aclarar, que 
por efectos demostrativos los valores que representan la barra azul están divididos en un 
factor de 10. 
 
De esta observación se concluye que el sistema de hibridación in silico se aproxima 
mejor al número real de genes que contiene la comunidad simulada, mientras la 
aproximación estándar sobreestima ampliamente el número de genes en la comunidad 
comparado con los valores de referencia como ya se había reportado en otros estudios 
(Haque et al. 2009).  
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Cabe resaltar que la precisión del sistema de hibridación in silico se basa en el uso de 
sondas que representan fragmentos únicos de los genes a rastrear, reduciendo la 
inespecificidad de mapeo de los genes a través del uso de una base de datos de 
referencia la cual contiene las secuencias codificantes de procariotas. Adicionalmente un 
proceso de selección de los hits de BLAST el cual utiliza una función que relaciona 
longitud y porcentaje de identidad de alineamiento de los hits; criterios discutidos 
previamente.  
 
Figura 3-10: Número de genes rastreados en la comunidad metagenómica simulada por 
los sistemas de Hibridación in silico (rojo), sistema estándar (azul) y numero 
de genes de referencia de la comunidad (cian).    
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3.4 Prueba del sistema de Hibridación in silico con datos 
reales 
 
La prueba del sistema de hibridación in silico se llevo a cabo comparando el 
metagenoma y el metatranscriptoma de una comunidad edáfica real, de manera que se 
represente el potencial funcional del ecosistema, es decir, el repertorio de genes que este 
tiene para llevar a cabo procesos edáficos de desnitrificación y la carga génica funcional 
activa para efectuar dichos procesos.  
" Metagenóma 
A partir de un carril de secuencimiento illumina GAII tipo “paired end” de una muestra de 
suelo rizosférico de cultivo de papa criolla (Solanum phrueja), se obtuvo un total de 
113.373.558 de secuencias con una longitud de 101pb y un porcentaje de GC promedio 
de 57%, sin embargo, después del procesamiento de las secuencias, llevado a cabo 
como se mencionó en la metodología, se conservaron 105.438.394 secuencias de 
calidad mayor a 20 según puntaje Phred con longitudes entre 21 y 101pb y un contenido 
GC promedio de 55%. 
 
Los resultados sugieren una buena calidad de las secuencias después del 
procesamiento, con un puntaje promedio de 36 según phred, predominio de secuencias 
con longitud de 100pb, sin motivos sobrerepresentados ni artefactos y con una 
distribución del contenido GC homogéneo como se ha reportado por Dohm y 
colaboradores (Dohm et al. 2008). 
" Metatranscriptóma 
A partir de un carril de secuenciamiento illumina GAII tipo “paired end” de una muestra de 
suelo rizosférico de cultivo de papa criolla (Solanum phrueja), se obtuvo un total de 
79.658.088 secuencias de longitud de 76pb y un porcentaje de GC aproximado de 42%. 
Después del procesamiento, llevado a cabo como se mencionó en la metodología, se 
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hallaron 41.306.697 secuencias con una longitud entre 21-76pb, contenido de GC 
aproximado de 48% y puntaje Phred mayor de 20.  
 
Se observó una reducción aproximada del 48% de los datos iniciales, más del 40% de las 
secuencias están duplicadas 10 o más veces (Figura 3-11 D) y después de la reducción 
de secuencias redundantes se retuvieron 13.788.813 secuencias únicas. 
 
Figura 3-11: Representación gráfica de las características de las secuencias del 
metatranscriptoma después del procesamiento. A) Distribución de la longitud 
de las secuencias. B) Distribución del puntaje de calidad Phred con respecto 
al número de secuencias. C) Contenido (en porcentaje) de bases (A, T, G, C) 
a lo largo de las secuencias. D) Porcentaje de secuencias repetidas. 
 
 
Al evaluar la frecuencia de nucleótidos de las secuencias en función de su posición se 
observa un fenómeno oscilante en las posiciones 1 a 13 (Figura 3-11 C), la frecuencia de 
nucleótidos varia de posición a posición, sin embargo, después de la posición 13 la 
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frecuencia de los nucleótidos tiende a permanecer constante. Este patrón se ha 
observado en diferentes experimentos transcriptómicos (Marioni et al. 2008; Mortazavi et 
al. 2008; Bullard et al. 2010) y se ha atribuido al uso de hexámeros aleatorios en el 
proceso de amplificación de la muestra, este procedimiento produce alta variabilidad en 
la composición de nucleótidos al inicio de las lecturas de secuenciamiento y a demás 
distorsiona el proceso de mapeo sobre esta zona (Hansen et al. 2010). Para evitar 
errores asignación se cortaron las primeras 13 posiciones de las lecturas; este proceso 
deja lecturas con una longitud máxima de 87pb, lo que no constitutye una limitante para 
la utilización HISS ya que éste es capaz de realizar asignaciones de lecturas de longitud 
mínima de 35. 
 
Los resultados arrojados por el sistema de hibridación in silico mostraron una alta riqueza 
de genes funcionales en el metagenoma, involucrados en el proceso de desnitrificación 
(Figura 3-12 azul), sin embargo se encontró que sólo los genes del genero Escherichea 
se expresaban (Figura 3-12 rojo), es decir que constituye el metabolismo activo del 
ecosistema. Este resultado muestra que la riqueza funcional del ecosistema posee una 
dinámica independiente de la actividad funcional del ecosistema (Mouillot et al. 2004; 
Boyero et al. 2006). No obstante, este peculiar comportamiento, en donde sólo un genero 
esta activo y especialmente E. coli, lleva a pensar que existe una contaminación de la 
muestra o un sesgo en el proceso de enriquecimiento de transcritos, sin embargo, se 
deberá realizar más estudios para comprobar esta hipótesis.  
 
El sistema de hibridación in silico muestra una alta sensibilidad, representada en la 
amplia riqueza de genes funcionales mapeados en el metagenoma pese a la limitada 
cobertura de secuenciamiento para una muestra tan compleja.  
 
Por otro lado, esta herramienta permitió diferenciar el potencial funcional del ecosistema, 
de su metabolismo activo, tanto desde el punto de vista génico y enzimático como 
también su componente organismico. Esto permitirá caracterizar, reconstruir y modelar 
los procesos biogeoquímicos del N, P y otros, como resultado de una integración 
funcional y organísmica. 
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Figura 3-12: Número de genes identificados en las librerías reales metagenómica y 
metatranscriptómica por el sistema de hibridación in silico. El eje de las 
ordenadas representa el número de genes encontrados para cada gen (eje 
abscisas).Caja anaranjada indica los genes involucrados en desnitrificación 
periplasmica, caja verde indica genes involucrados en desnitrificación 
respiratoria.   
 
 
 
 
Este trabajo presenta una nueva aproximación de clasificación taxonómica y funcional de 
comunidades microbianas basada en una estrategia de similitud llamada Sistema de 
Hibridación In silico. Dicha aproximación difiere del enfoque comúnmente utilizado, en 
que usa huellas genéticas (sondas) diseñadas para cada gen de interés y evalúa las 
características de los alineamientos que ellas obtienen con las secuencias de la 
comunidad en estudio, sin requerir el ensamblaje de estas. 
 
En el desarrollo del objetivo general, surgió la necesidad del diseño de sondas, para lo 
que se implementó el flujo de trabajo de Creador de Sondas (CrSo), instrumento que se 
probó ampliamente y demostró ser una herramienta versátil con los parámetros de 
especificidad proporcionando flexibilidad en la actualización de la base de datos de 
comparación en aras de evitar sondas inespecíficas por coincidencias con nuevas 
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secuencias descubiertas, específico en las características de especificidad calculadas 
facilitando el diseño de sondas de grupos funcionales a nivel taxonómico de genero, fácil 
de actualizar e implementación y cuyo uso puede dirigirse a diferentes propósitos.  Hasta 
ahora no existe referencia bibliográfica que haga mención de una herramienta de diseño 
de sondas para usar con secuenciamiento de alto rendimiento o en hibridación in silico. 
 
El sistema de Hibridación in silico probó ser un método eficiente, sensible y preciso de 
asignación basado en similitud de secuencias utilizando sondas con longitud de 100pb y 
una función de selección logarítmica: ! = 9,6413 ln ! − 30,483 que proporciona los 
límites de porcentaje de identidad en relación de la longitud del alineamiento con una 
longitud mínima de alineamiento de 35pb.  
 
El alto nivel de precisión del sistema de Hibridación in silico es debido al uso de sondas 
que caracterizan genes funcionales a un nivel taxonómico de genero para el proceso de 
comparación. Dichos genes provienen de una base de datos local depurada de genes 
claves de rutas metabólicas específicas como los ciclos biogeoquímicos de N y P, lo que 
permite realizar análisis dirigidos a evaluar una pregunta biológica determinada y no un 
análisis exploratorio general como normalmente se realiza en los estudios 
metagenómicos. 
 
Se ha reportado que el algoritmo de comparación BLAST es un método eficiente de 
asignación de lecturas cortas (Tringe et al. 2005; Tyson et al. 2004; Prakash & Taylor 
2012), sin embargo, se ha visto que las herramientas de análisis metagenómicos que lo 
implementan reportan resultados sobre-estimados. Pese a esto, el sistema de 
Hibridación in silico, proporciona una alta especificidad en la asignación y bajo error en la 
estimación del número de genes presentes en la muestra, gracias al rastreo de sondas y 
no de las secuencias completas de los genes. Adicionalmente, la herramienta cuenta con 
una alta reproducibilidad, verificada a través de las pruebas de simulación.  
 
Los resultados generados por el sistema de hibridación representan la abundancia de 
genes presentes en la muestra, información que brinda la posibilidad de caracterizar los 
ecosistemas desde un punto de vista ecológico de diversidad alpha, es decir, bajo 
parámetros de riqueza y abundancia relacionados con el aspecto taxonómico y funcional 
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del ecosistema, evaluados a través de los genes que codifican enzimas claves para los 
procesos del N y P, esta perspectiva es propia de esta estrategia y difiere de las actuales 
metodologías de análisis de metagenomas, por lo tanto no puede realizarse una 
comparación de eficiencia, sensibilidad y precisión entre las diferentes herramientas 
existentes hasta ahora.   
 
Como parte adicional de este trabajo se implementó una versión web del sistema de 
Hibridación in silico (figura 3-13), con el ánimo de difundir y posibilitar el acceso a esta 
herramienta a otros investigadores. La versión de prueba se encuentra en los servidores 
del grupo de Bioinformática del Instituto de Biotecnología de la universidad Nacional de 
Colombia en la URL: http://168.176.54.30/hibridador/. En dicha interfaz web existen 3 
opciones de uso. 1) Diseño de sondas: aquí es posible ingresar o seleccionar un conjunto 
de secuencias a partir de las cuales se les diseñe sondas utilizando la herramienta CrSo. 
2) Hibridación in silico: en esta opción es posible hibridar un conjunto de sondas 
diseñadas previamente con una muestra de secuencias proporcionadas por el usuario o 
que estén disponibles en el servidor. 3) Mapeo: Utiliza los resultados de hibridación in 
silico entre una muestra del usuario y las sondas diseñadas a partir de los genes del ciclo 
del N y P para relacionarlas con la meta-información de las sondas, es decir, nombre del 
gen, Enzima que codifica, Proceso al cual esta relacionada y Ciclo al que pertenece.  
 
Figura 3-13: Imagen de la versión web del Sistema de Hibridación in silico, alojado en los 
servidores del grupo de Bioinformática del Instituto de Biotecnología de la 
universidad Nacional de Colombia: http://168.176.54.30/hibridador/ 
 
 
 4. Conclusiones  
A. Se creó el sistema de Hibridación in silico. Instrumento de caracterización de 
poblaciones microbianas, que realiza comparación entre sondas específicas de 
genes funcionales y secuencias de la comunidad edáfica a evaluar, utilizando una 
perspectiva de homología a través del uso del algoritmo de comparación de 
secuencias BLAST. 
 
 
B. Se diseñó y creó el sistema Creador de Sondas (CrSo). Herramienta 
bioinformática que elabora huellas génicas llamadas sondas cuyas características 
de tamaño y de homología pueden ser definidas por el usuario. Esta herramienta 
Integra un puntaje de especificidad basado características de identidad de la 
secuencia blanco, con respecto a una base de datos de secuencias codificantes 
de organismos procariotas, ambientales y hongos, para asegurar la especificidad 
de las sondas. 
  
C. Se diseñó y creó el Hibridador In Silico Secuencial (HISS). Esta herramienta 
permite hibridar las sondas creadas por CrSo y las secuencias provenientes de 
secuenciamiento de alto rendimiento de la muestra edáfica. Utiliza las 
propiedades de los alineamientos de secuencias, longitud del alineamiento y 
porcentaje de identidad de los mismos, para asignar las lecturas producto de 
secuenciamiento a un gen y organismo representado por las sondas. De esta 
manera HISS proporciona información ecológica de diversidad alpha. 
 
D. La optimización del Sistema de Hibridación in silico fue resuelta utilizando datos 
simulados de secuenciamiento de alto rendimiento bajo la plataforma illumina. 
Con dichos datos se definieron los criterios de selección de HISS de manera que 
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obtuviera una sensibilidad y especificidad promedio de 85% y 95% 
respectivamente, para sondas de longitud 100pb, siendo esta longitud de sonda y 
un sonda por gen, las mejores condiciones de HISS.  
 
E. La evaluación de los datos reales con el Sistema de Hibridación in silico, mostró 
la utilidad de la herramienta para integrar la información funcional y taxonómica 
de las comunidades presentes en la muestra, en aras de un entendimiento 
holístico diferencial de los ecosistemas edáficos en relación a los ciclos 
biogeoquímicos.   
 
 
 
 
 5. Recomendaciones 
A. El sistema de hibridación in silico ha sido creado y ajustado para la evaluación de 
librerías de secuenciamiento provenientes de la plataforma illumina, sin embargo, 
sería pertinente ampliar el espectro de las plataformas que pueda ser capaz de 
analizar como por ejemplo Roche 454. 
 
B. Ampliar el espectro de niveles taxonómicos a los cuales pueda mapear, no sólo a 
genero, sino, especie, familia, orden, fillum y reino. 
 
C. Implementar métodos estadísticos de normalización de los resultados del Sistema 
de Hibridación in silico, para realizar comparación entre librerías de diferentes 
tamaños y características.  
 
D. Implementar una ejecución paralela de los diferentes flujos de trabajo y 
herramientas que utiliza el sistema, lo que puede proporcionar un funcionamiento 
más eficiente de manera que se aproveche al máximo el recurso computacional. 
 A. Anexo: Base de datos SPH 
Como parte del proyecto “Estudio de microorganismos y metabolismo edáfico para 
contribuir al diagnóstico de calidad de suelos en cultivos de papa criolla” el grupo de 
bioinformática del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia, 
implementó una plataforma web que interrelaciona un sistema de información funcional, 
organísmica y molecular con herramientas bioinformáticas para el análisis de secuencias. 
En este contexto se diseño una base de datos donde se registró información clave desde 
el punto de vista de nutrición vegetal en ecosistemas agrícolas y naturales. Se definieron 
5 niveles jerárquicos (Figura A-1): Ciclos, Reacciones, Enzimas, Proteínas, Genes.  
 
Figura A-1: Modelo jerárquico de organización de la base de datos SPH para la 
obtención y almacenaje de información. 
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Siguiendo el modelo jerárquico mencionado se inspeccionó la información registrada en 
la base de datos SPH para determinar si los genes identificados en la revisión 
bibliográfica ya estaban consignados, de lo contrario se prosiguió a la actualización de la 
base de datos local. 
 
El proceso de actualización se llevó a cabo utilizando las clases de las bases de datos, 
las cuales trabajaban sobre el modelo general de entidad relación descrito en la Figura 
A-2. Por lo tanto la actualización de los registros comienza al establecer las reacciones, 
seguida por las enzimas para luego fijar las proteínas y sus respectivas secuencias de 
nucleótidos. 
 
Figura A-2: Nivel jerárquico y relaciones entre clases. Los nombres de las clases 
conservan los nombres de las tablas en la base de datos. 
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 B. Anexo: Análisis de Componentes 
Principales (ACP) 
La estadística descriptiva proporciona una representación asimilable de la información, 
presentándola en una forma resumida y esquematizada; más aún la estadística 
descriptiva multivariada, la cual trabaja sobre información de varias variables, lo que 
permite una realidad multidimensional (Lebart et al. 2006). Teniendo en cuenta que 
nuestro problema de descripción y exploración se reduce al estudio de tablas de datos 
voluminosos, se tuvo en cuenta 2 familias de métodos (Ramsay & Silverman 2010); 
Métodos factoriales (Raychaudhuri et al. 2000; Fellenberg et al. 2001; Greenacre & 
Blasius 2006; Lebart et al. 2006) que producen visualizaciones planas o tridimensionales 
de los datos a describir y Métodos de clasificación (Eisen et al. 1998; Lebart et al. 2006) 
que permiten agrupamientos en clases de objetos o en familias de clases jerárquicas. 
Para el presente análisis se hace énfasis en los métodos factoriales, no obstante, cabe 
aclarar que los puntos de vista dados por estos dos tipos de métodos son muy 
complementarios (Lebart & Salem 1994). 
 
El método factorial a utilizar está destinado a conseguir representaciones y reducciones 
de la información contenida dentro de las tablas voluminosas de datos bajo la forma de 
visualizaciones gráficas. Para ello, se busca reducir las dimensiones de la tabla de datos 
representando las asociaciones entre individuos y entre variables en espacios de 
dimensiones bajas sin pérdida notable de información, teniendo en cuenta las 
asociaciones e interrelaciones entre los valores. Por lo tanto el objetivo principal es la 
búsqueda de un subespacio de dimensiones reducidas en el cual se representen de 
forma óptima las distancias entre individuos y la estructura de las correlaciones entre las 
variables. 
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" Análisis de Componentes Principales (ACP) 
 
Presentado por primera vez por Karl Pearson en 1901 e integrado a la estadística 
matemática por Harold Hotelling en 1933 (Lebart & Salem 1994), el análisis de 
componentes principales de manera general se aplica a matrices, donde las columnas 
representan variables de valores numéricos y las filas representan a los individuos sobre 
los cuales se han medido dichas variables. A partir de esta tabla se realizan las 
representaciones geométricas de las filas y las columnas, lo cual nos permitirá observar 
visualmente las proximidades entre individuos y entre variables.  
 
Consideremos una tabla de valores numéricos ! con ! filas y ! columnas, de modo que 
tenemos la matriz ! de orden !, ! , cuyo termino general es !!" (!é!"#$ observación de la !é!"#$ variable). A partir de este tipo de tablas es posible definir nubes de puntos, donde 
la posición de los puntos en la nube está dada por el conjunto de distancias entre todos 
los puntos y por lo tanto determina la forma de la nube. Es ella la que caracteriza la 
naturaleza e intensidad de las relaciones entre los individuos (filas) y entre las variables 
(columnas) y revela las estructuras de la información contenida en los datos. 
 
Consideremos la nube de ! puntos-individuos definidos en el espacio de las variables !!. 
Tenemos entonces, ! ! − 1  distancias que separan a las parejas de puntos-individuos, 
tratada aquí como una distancia euclidiana. De manera que dos puntos están más cerca 
si sus ! coordenadas son muy próximas (Ecuación 1), es decir, los individuos 
involucrados están caracterizados por valores casi iguales para cada variable. 
Ecuación 1 !! !, !′ = ! !!" − !!′!" !!!!!  
Una forma de darse cuenta visualmente de las relaciones entre individuos es observando 
la forma de la nube, sin embargo, dada la condición multidimensional actual de ésta se 
presentan dificultades prácticas, por lo tanto para simplificar dicho problema se proyecta 
esta nube sobre rectas o planos, que atenúen las deformaciones debidas a la proyección. 
Para hacer esto, se busca un subespacio que minimice la suma de cuadrados de las 
distancias entre proyecciones de todas las parejas de puntos !, !′  
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Ecuación 2 !"#! !!! !, !′!!!
!
!  
Se calcula entonces el subespacio vectorial general (si cada punto está dotado de una 
masa, entonces la simbolizamos como !!) que mejor se ajusta a la nube de puntos, 
donde G designa el punto medio o centro de gravedad de las proyecciones.  
Ecuación 3 !"#! !! !!! !,!!!  
De esta manera obtenemos una nube de puntos centrada en el centro de gravedad y un 
subespacio resultante de la tabla ! transformada que se corrigió conforme las escalas de 
variables (análisis normado), donde !! denota la desviación estándar de la variable !: !!" = ! !!" − !!!!! !  
El subespacio ajustado de ! dimensiones (! < !) que mejor se ajusta a la nube en !! es 
producto de los ! primeros vectores propios que corresponden a los q valores propios 
más grandes  de la matriz simétrica ! = !′!, donde !′ denota la transpuesta de ! (esta 
matriz tiene, ! filas y ! columnas). 
 
Por otro lado, las variables estarán definidas en el espacio de los individuos !!, de 
manera similar que para los individuos. Se ajusta entonces, la nube de los ! puntos-
variables en el esubespacio de ! dimensiones en !! que mejor se ajuste. Como en el 
caso anterior se retienen los ! vectores propios de la matriz !!′ correspondiente a los ! 
valores propios más grandes. 
 
Cabe resaltar que a partir del cálculo de la distancia entre variables derivada del análisis 
en !!(Ecuación 4, se obtiene una relación que liga la distancia en !! entre dos puntos ! 
y !′ y el coeficiente de correlación !!!! entre las dos variables (Ecuación 5). 
Ecuación 4 !! !, !′ = ! !!" − !!!"! !!!!!  
Ecuación 5 !! !, !′ = !2 1 − !!!!  
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Esto implica que en el espacio !!, el coseno del ángulo de dos vectores variable es el 
coeficiente de correlación entre esas dos variables (!!!! = cos !, !′ ). En este caso, las 
proximidades entre puntos variable se interpretan en términos de correlaciones y el 
análisis no se hace con referencia al centro de gravedad de la nube de puntos variable 
sino con referencia al origen, de esta manera todos los puntos-variables están sobre una 
esfera de radio 1 centrada en el origen de los ejes y representa la ”esfera de 
correlaciones” (Lebart et al. 2006). La distancia de una variable ! al origen O se expresa 
como: 
!! !, ! = ! !!"!!!!! = 1 
Por lo tanto, si los valores tomados por dos variables particulares son muy semejantes 
para todos los individuos, estas variables estarán representadas por dos puntos muy 
próximos en el espacio de los individuos (!!), lo que sugiere que estas variables miden 
una misma cosa o están ligadas por una relación particular. 
 
Debido a que este trabajo dispone de información complementaria tales como, 
clasificación taxonómica, tipos de enzimas y procesos claves para ciertos ciclos a 
estudiar, a parte de los datos de medias y presencia-ausencia, se desea posicionar en la 
nube de puntos a estos grupos como información suplementaria con el ánimo de 
enriquecer el análisis.  
 
Dado que las variables suplementarias son de carácter nominal con ! modalidades, 
forman ! grupos de individuos definidos por las modalidades de la variable. Por lo tanto 
se trata a esos ! grupos como individuos suplementarios y son los centros de gravedad 
de esos grupos de individuos los que son posicionados en !!. 
 C. Anexo: Tablas 
 
Tabla C-1: Tabla de resultados de HISS para la asignación de los datos simulados a los 
genes  que contienen la población. 
 
Gen INSET 100(1) 100(2) 100(3) 80(1) 80(2) 80(3) 60(1) 60(2) 60(3) 40(1) 40(2) 40(3) 
napA_Acidovorax 7 7 6 7 4 6 5 7 6 4 2 4 3 
napA_Azospirillum 1 2 1 1 2 1 1 2 1 1 2 1 1 
napA_Escherichia 1 2 1 1 3 2 1 0 2 1 0 0 1 
napA_Pseudomonas 13 13 3 5 12 1 4 13 2 1 2 1 1 
napA_Ralstonia 1 3 2 2 3 2 2 1 2 1 1 1 1 
napA_Roseobacter 1 3 2 1 0 1 1 0 0 1 0 0 1 
narG_Acidovorax 4 2 4 3 1 1 2 4 3 2 2 2 1 
narG_Bacillus 1 0 1 2 0 0 1 0 0 0 2 1 1 
narG_Escherichia 1 2 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 
narG_Nitrobacter 1 1 2 3 4 2 3 2 1 1 1 2 2 
narG_Pseudomonas 4 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 2 1 
narG_Ralstonia 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 
narG_Roseobacter 1 0 0 1 0 6 1 2 1 1 0 0 0 
narH_Acidovorax 2 8 0 0 7 0 0 4 3 0 3 2 0 
narH_Bacillus 1 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 
narH_Escherichia 1 1 1 2 1 1 1 0 0 0 0 0 0 
narH_Pseudomonas 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
narH_Ralstonia 1 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 
narH_Roseobacter 1 1 0 1 1 2 1 0 0 1 1 1 0 
nasA_Bacillus 1 0 2 2 4 2 3 3 2 1 4 2 2 
nasA_Pseudomonas 5 6 2 2 3 2 2 5 1 1 2 1 1 
nasA_Roseobacter 2 0 2 0 4 2 0 0 1 0 2 2 0 
nirD_Acidovorax 6 7 2 0 5 0 0 4 0 0 4 0 0 
nirD_Pseudomonas 5 4 2 1 5 2 0 3 1 0 3 0 0 
nirK_Pseudomonas 2 2 2 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
nirS_Pseudomonas 4 4 2 0 0 2 2 2 2 0 1 1 1 
nirS_Roseobacter 2 5 4 3 3 2 2 1 1 1 1 2 0 
norC_Pseudomonas 3 3 3 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
norC_Roseobacter 2 3 2 0 3 3 0 3 0 0 1 0 0 
nos_Pseudomonas 1 1 2 3 0 0 0 0 2 2 4 0 1 
nosD_Pseudomonas 1 0  2 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
nosZ_Pseudomonas 3 4 4 4 2 1 2 4 4 2 0 2 2 
nosZ_Roseobacter 2 2 2 0 2 2 2 2 2 2 1 2 1 
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Tabla C-2: Analisis de Varianza de los porcentajes de falsos positivos de HISS en 
relación a las funciones de selección para cada longitud de sonda. 
 
100pb 
 Df Sum_Sq Mean Sq F_value P-value 
Function 2 0.00925 0.004624 1.592 0.222 
Residuals 27 0.07844 0.002905   
      80pb 
 Df Sum_Sq Mean Sq F_value P-value 
Function 2 0.02834 0.01417 2.959 0.0689 
Residuals 27 0.12933 0.00479   
      60pb 
 Df Sum_Sq Mean Sq F_value P-value 
Function 2 0.003444 0.001722 2.913 0.0715 
Residuals 27 0.015956 0.000591   
      40pb 
 Df Sum_Sq Mean Sq F_value P-value 
Function 2 0.00121 0.000603 0.137 0.872 
Residuals 27 0.11849 0.004388    
 
Tabla C-3: Analisis de Varianza del número de verdaderos positivos de HISS en relación 
a las funciones de selección para cada longitud de sonda. 
100pb 
 Df Sum_Sq Mean Sq F_value P-value 
Function 2 4.24 2.1201 7.635 0.00236 
Residuals 27 7.497 0.2777   
      80pb 
 Df Sum_Sq Mean Sq F_value P-value 
Function 2 2.373 1.1866 5.242 0.0119 
Residuals 27 6.112 0.2264   
      60pb 
 Df Sum_Sq Mean Sq F_value P-value 
Function 2 0.954 0.4771 3.349 0.0502 
Residuals 27 3.847 0.1425   
      40pb 
 Df Sum_Sq Mean Sq F_value P-value 
Function 2 1.75 0.8752 4.537 0.02 
Residuals 27 5.209 0.1929   
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Tabla C-4: P-valor de la prueba T-Student realizada para igualdad de medias de los 
verdaderos positivos de HISS en relación a las funciones de selección para 
las longitudes de sonda que tuvieron diferencias significativas en el ANOVA. 
100pb 
  Log Lin Pol 
Log   0.02521 0.001016 
Lin     0.2496 
Pol       
    80pb 
  Log Lin Pol 
Log   0.04447 0.004204 
Lin     0.2355 
Pol       
    40pb 
  Log Lin Pol 
Log   0.1766 0.01623 
Lin     0.2853 
Pol       
 
Tabla C-5: Analisis de Varianza de la sensibilidad de HISS en relación a las funciones de 
selección para cada longitud de sonda. 
100pb 
 Df Sum_Sq Mean Sq F_value P-value 
Function 2 0.01789 0.008945 19.44 5.90E-06 
Residuals 27 0.01243 0.00046   
      80pb 
 Df Sum_Sq Mean Sq F_value P-value 
Function 2 0.0129 0.006448 11.85 0.000202 
Residuals 27 0.01469 0.000544   
      60pb 
 Df Sum_Sq Mean Sq F_value P-value 
Function 2 0.0289 0.014448 15.13 3.91E-05 
Residuals 27 0.02578 0.000955   
      40pb 
 Df Sum_Sq Mean Sq F_value P-value 
Function 2 0.02439 0.012192 20.56 3.75E-06 
Residuals 27 0.01601 0.000593    
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Tabla C-6: P-valor de la prueba T-Student realizada para igualdad de medias de la 
sensibilidad de HISS en relación a las funciones de selección para las 
longitudes de sonda que tuvieron diferencias significativas en el ANOVA. 
100pb 
  Log Lin Pol 
Log   0.004117 8.62E-06 
Lin     0.008281 
Pol       
    80pb 
  Log Lin Pol 
Log   0.03216 0.0002469 
Lin     0.01462 
Pol       
    60pb 
  Log Lin Pol 
Log   0.0004641 3.24E-05 
Lin     0.2553 
Pol       
    40pb 
  Log Lin Pol 
Log   0.0009766 3.17E-06 
Lin     0.01633 
Pol       
 
Tabla C-7: Analisis de Varianza de la especificidad de HISS en relación a las funciones 
de selección para cada longitud de sonda. 
100pb 
 Df Sum_Sq Mean Sq F_value P-value 
Function 2 0.0007013 0.0003507 3.411 0.05 
Residuals 27 0.0027755 0.0001028   
      80pb 
 Df Sum_Sq Mean Sq F_value P-value 
Function 2 0.001796 0.0008979 4.108 0.03 
Residuals 27 0.005901 0.0002186   
      60pb 
 Df Sum_Sq Mean Sq F_value P-value 
Function 2 0.0003134 1.57E-04 3.032 0.0649 
Residuals 27 0.0013954 5.17E-05   
      40pb 
 Df Sum_Sq Mean Sq F_value P-value 
90 Sistema de hibridación in silico de genes funcionales. 
 
Function 2 0.000066 3.29E-05 0.126 0.882 
Residuals 27 0.00703 2.60E-04    
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